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RESUMEN 
 
RESUMEN 
La artrosis, es una patología multifactorial, extremadamente común, que afecta a las 
articulaciones diartrodiales provocando dolor e incapacidad funcional, y para la que no existe 
ningún tratamiento. La recomendación más extendida para mejorar el pronóstico, es la 
modificación del estilo de vida para evitar factores de riesgo asociados a desordenes 
metabólicos como la diabetes y el síndrome metabólico. Un mayor conocimiento de los 
mecanismos celulares responsables de dichas asociaciones, sería fundamental para una mejor 
caracterización de la patogenia de la artrosis, facilitando así, nuevos abordajes terapéuticos.  
Con el objetivo de profundizar en los mecanismos por los que la hiperglucemia y la hiperlipemia 
podrían modular la evolución de la artrosis, hemos desarrollado dos aproximaciones. Por un 
lado, pusimos a punto un sistema de cultivo en tres dimensiones de condrocitos primarios, 
artrósicos para estimularlos con altas concentraciones de glucosa. También, realizamos un 
estudio en pacientes artrósicos con alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Como 
resultado, hemos demostrado que una concentración elevada de glucosa induce un fenotipo 
hipertrófico en condrocitos artrósicos en cultivo, proceso que se inhibe cuando se impide la O-
β-N-Acetilglicosilación proteica. Observamos además, que los pacientes artrósicos con diabetes 
muestran un aumento en la expresión de marcadores de hipertrofia en el cartílago, superior al 
que observamos en los pacientes con artrosis sin alteraciones metabólicas.  
Por otro lado, hemos trabajado con un modelo de artrosis en conejos con hiperlipemia para 
evaluar el efecto de la combinación de estos factores en los tejidos articulares, especialmente 
en la membrana adiposa infrapatelar. La hiperlipemia agravó el daño histológico en la 
membrana sinovial de los conejos artrósicos produciéndose una invasión de macrófagos, tejido 
fibrótico, incrementó la destrucción del tejido adiposo, reducción en el tamaño y el número de 
los adipocitos y reducción de los niveles de adipoquinas en la sinovial. 
Este trabajo describe alguno de los mecanismos por los que la hiperlipemia y la hiperglucemia 
podrían agravar el desarrollo de la artrosis humana. Así, nuestros resultados apoyan la idea de 
la existencia de un fenotipo metabólico de artrosis. Asimismo, estos datos podrían abrir nuevas 
líneas de investigación sobre la O-β-N-Acetilglicosilación de proteínas, y su posible modificación 
en el tratamiento de la artrosis o sobre la identificación de nuevas dianas en los distintos tejidos 
articulares, más allá del cartílago en pacientes con características distintivas como la dislipemia.  
RESUMEN 
 
ABSTRACT 
Osteoarthritis (OA) is an extremely common multifactorial disease that affects diartrodial 
articulations, causing pain and functional loss. There is not any available pharmacological 
treatment, and the most extended recommendation is to follow a healthy lifestyle in order to 
avoid metabolic disorder related risk factors, as obesity, diabetes or metabolic syndrome. A 
greater knowledge of the cellular mechanisms behind this association is essential for a better 
characterization of the pathogenesis of osteoarthritis, thus, facilitating new therapeutic 
approaches. 
With the objective of deepening on the mechanisms by hyperglycemia and hyperlipemia, 
modulate the evolution of OA, we have developed two different approaches. First, we have 
worked with a three-dimensional primary osteoarthritic chondrocyte culture system to study 
the influence of high glucose concentrationse. We also performed a study in patients with 
impaired glucose metabolism. As a result, we have shown that a high concentration of glucose 
induces a hypertrophic phenotype in cultured chondrocytes. Also, that this process is inhibited 
when protein O-β-N-Acetylglycosylation is impaired. Similarly, compared to osteoarthritic 
patients without identified metabolic alterations, patients with osteoarthritis and diabetes show 
an increase of hypertrophyc marker expression in the cartilage. 
 Second, we developed an osteoarthritic, hypercholesterolemic rabbit model to evaluate the 
effect of the combination of these factors on the articular tissues, especially in the infrapatellar 
adipose membrane. Hyperlipemia aggravated histological damage of the synovial membrane of 
this rabbits leading to macrophage invasion, fibrotic tissue, increased destruction of adipose 
tissue with reduced adipocyte size and a decrease of synovial adipokines. 
This paper describes some of the mechanisms by which hyperlipemia and hyperglycemia 
aggravate the development of human OA. Therefore, our results support the idea of the 
existence of a metabolic phenotype of osteoarthritis. In addition, these data opens a field to 
research on protein O-β-N-Acetylglycosylation, and its possible modification in the osteoarthritis 
treatment or in the identification of new pharmacologic targets in the different articular tissues, 
beyond the cartilage.
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1.1 La artrosis 
La artrosis (OA, del inglés osteoarthritis) es una patología degenerativa de larga duración que 
afecta a las articulaciones sinoviales provocando dolor y rigidez articular, que puede llegar 
incluso a impedir la movilidad. Es además enormemente común en personas de edad avanzada,  
se estima que afecta a más de la mitad de la población mayor de 65 años (Musumeci et al., 
2015).  La Organización Mundial de la Salud (OMS), en un informe que publicó en 2013 
(Wittenauer et al., 2013), consideró que es la  primera causa independiente responsable de la 
discapacidad entre las personas mayores. Asimismo, Un 80% de las personas que sufren OA 
tendrán limitaciones en el movimiento y un 25% no podrán llevar a cabo actividades de la vida 
diaria. Debido al cada vez mayor envejecimiento de la población, y a la mayor prevalencia de 
factores de riesgo asociados, todas las proyecciones auguran una creciente incidencia de OA en 
los próximos años, pudiendo llegar incluso a cuadruplicarse. Esto implica que, si no se revierte 
esta tendencia, el coste socio-económico que conllevará la OA podría llegar a ser 
extremadamente elevado.  
Como agravante, hasta la fecha, no existen tratamientos farmacológicos aprobados que 
reviertan o detengan la progresión de la OA, por lo que, el único tratamiento disponible para los 
pacientes se limita a la administración de analgésicos para controlar el dolor. En los casos más 
graves, existe una alternativa quirúrgica que consiste en el remplazo total de la articulación por 
una prótesis. Sin embargo, esta intervención no está libre de riesgo y en un porcentaje de 
pacientes el dolor no desaparece (van Jonbergen et al., 2014).  
Uno de los principales problemas para encontrar un tratamiento eficaz  es la gran 
heterogeneidad que presenta la enfermedad, puesto que, actualmente se acepta que la OA es 
una enfermedad de órgano, y además de la pérdida y fibrilación del cartílago, por la que se ha 
caracterizado históricamente, los pacientes OA presentan distintos grados de  esclerosis del 
hueso subcondral, formación de osteofitos, sinovitis y daño en los tejidos adyacentes como el 
músculo o los tendones (Goldring, 2012). Más aun,  aunque se describe como una enfermedad 
asociada a la edad, se han identificado otros muchos factores que influyen en el desarrollo de la 
OA, como la presencia de lesiones articulares previas, el tabaco, el sexo, la predisposición 
genética o diversos desordenes metabólicos como la obesidad, la diabetes o el denominado 
síndrome metabólico (MetS) (Musumeci et al., 2015).  
Sin embargo, a pesar de que la investigación en el área se ha intensificado considerablemente 
en los últimos años, existe un gran desconocimiento de los procesos celulares y moleculares 
responsables de estas comorbilidades. Por ello, un mayor conocimiento de los mismos, 
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profundizar en los factores de riesgo implicados y hacer una mejor clasificación de los pacientes 
artrósicos basada en los síntomas que presentan, abriría las puertas a encontrar un abordaje 
terapéutico eficaz para los distintos tipos de pacientes. 
 
Figura 1: Características patogénicas de la OA. Modificado de (Johnson and Hunter, 2014) 
 
1.2 Tejidos articulares afectados en la OA 
 Existe un conocimiento cada vez mayor de las lesiones que sufren los distintos tejidos que 
componen la articulación durante la OA, pero todavía se desconocen en gran medida las causas 
que llevan a una afectación mayor o menor en cada uno de estos tejidos y como se asocia esto 
a la gravedad de la patología. A continuación, se resume el estado del conocimiento actual sobre 
la función de distintos tejidos articulares y su afectación durante la OA. 
 
1.2.1 El cartílago articular  
El cartílago articular es responsable de reducir la fricción y amortiguar el impacto producido 
durante el movimiento. Es un tejido avascular, aneural y alinfático con una estructura elástica y 
resistente que recubre la superficie de las articulaciones. Está formado por un solo tipo celular  
denominado condrocito y una matriz compuesta principalmente de colágenos, proteoglicanos y 
agua (Wong and Carter, 2003). Como resultado del desarrollo y las fuerzas mecánicas a las que 
es sometido, la estructura del cartílago se puede dividir en varias capas, que tienen 
características morfológicas, bioquímicas y mecánicas distintas (Forriol Campos, 2002; Goldring, 
2012; Sophia Fox et al., 2009)  
En el cartílago sano, los condrocitos, como respuesta a distintos estímulos mecánicos, factores 
de crecimiento o interleuquinas, sintetizan y degradan continuamente los componentes de la 
INTRODUCCIÓN 
Página | 3  
 
matriz extracelular renovando el tejido. Sin embargo, tienen una capacidad de reparación 
limitada frente al daño.  
Durante la OA, el cartílago sufre un desequilibrio entre la degradación y la formación de nuevo 
cartílago. Los condrocitos normalmente quiescentes, se activan aumentando la producción de 
proteínas tanto catabólicas como anabólicas, y debido a la incapacidad de los condrocitos de 
regenerar una matriz con las cualidades originales, el cartílago pierde las propiedades físicas 
como la elasticidad o la resistencia a la compresión (Richard et al., 2013). 
Esto ocurre a través de una degradación proteolítica del cartílago en la que participa la 
desintegrina y metaloproteinasa con motivos de trombospondina 5 (ADAMTS-5) que degrada 
agrecano (AGG) y otros proteoglicanos que en cierta manera protegen la red de colágenos de la 
matriz. Una vez éstos desaparecen, se facilita la acción de distintas metaloproteinasas, como la 
metaloproteasa de la matriz 13 (MMP-13), con una gran afinidad por el colágeno de tipo II 
(COL2), que degradaran el entramado de colágenos. Cuando esto se produce, la degradación del 
cartílago se torna irreversible (Goldring and Marcu, 2009). Como consecuencia aparecen 
lesiones y el cartílago puede incluso desaparecer en algunas zonas, provocando que los huesos 
sufran fricción.   
Estos cambios en la expresión de proteínas en el cartílago, se enmarcan dentro de un cambio 
fenotípico de los condrocitos que se activan sintetizando, además de los mencionados, 
mediadores propios de la etapa de hipertrofia condrocitaria característica de la osificación 
endocondral en el desarrollo embrionario y la placa de crecimiento del crecimiento del hueso 
(Dreier, 2010).  
1.2.1.1 La hipertrofia condrocitaria en el desarrollo 
Los huesos del esqueleto humano se forman a través de dos procesos distintos. El crecimiento 
del esqueleto craneofacial se produce como consecuencia de la osificación intramembranosa y 
en cambio, el crecimiento del esqueleto axial y apendicular ocurre través de la osificación 
endocondral (OE). La OE se caracteriza por la formación de cartílago que actúa como molde del 
futuro hueso. Un importante número de vías de señalización y factores de transcripción juegan 
un papel específico en este proceso, en el que la hipertrofia de los condrocitos tiene un papel 
central (Goldring and Marcu, 2009). 
La OE se produce a partir de la condensación de células mesenquimales que expresan COL-1, 3 
y 5, como consecuencia de un incremento en la expresión de AMPc, TGFβ y fibronectina. Así, se  
forman condroprogenitores, que a su vez, mediante la señalización por proteínas 
morfogenéticas del hueso (BMPs), comienzan a expresar el factor de transcripción Sox-9, el cual 
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compromete su entrada al proceso de condrogénesis (Bi et al., 1999). Una vez diferenciados, los 
condrocitos, empiezan a secretar componentes de la matriz del cartílago como los COL2, 9, 11 
o agrecano (AGG).   
En un primer momento, los condrocitos están en una fase denominada de reposo donde los 
condrocitos son pequeños, con una baja tasa de proliferación y se distribuyen uniformemente 
en la matriz (Dreier, 2010; Goldring, 2012). Más adelante, los condrocitos entran en una fase 
proliferativa donde adquieren una estructura más aplanada, se organizan formando columnas y 
secretan COL4 y matrilina. A continuación, como consecuencia de un incremento de la proteína 
Indian hedgehog (IHH) se inicia la diferenciación hipertrófica (Minina et al., 2002). 
La hipertrofia condrocitaria, que provoca que el volumen celular se incremente en 10 veces 
(Bush et al., 2008), se caracteriza por la expresión del factor de transcripción 2 relacionado con 
Runt (RUNX2) que guía la expresión de marcadores como COL10, MMP13 o la fosfatasa alcalina 
(ALP). El MMP13 y la ADAMTS5 degradan el COL2 y el AGG de la matriz del cartílago permitiendo 
que el COL10 se deposite en la matriz. Como resultado, se forma un entramado de referencia 
para la posterior calcificación en la que la ALP, secretada como respuesta a las crecientes 
concentraciones de calcio, juega un papel fundamental (Studer et al., 2012). 
Estos condrocitos hipertróficos calcifican la matriz extracelular que es invadida por vasos 
sanguíneos, y mueren por apoptosis, siendo remplazados por osteoclastos y precursores 
osteoblasticos que formarán un centro de osificación que finalmente reemplazará con hueso el 
cartílago (Solomon et al., 2008). 
1.2.1.2 El fenotipo de tipo hipertrófico en el cartílago OA 
Todos los condrocitos provienen de células madre mesénquimales. Sin embargo, el cartílago que 
será sustituido por hueso y el que formará parte de las articulaciones, sigue dos trayectorias 
distintas durante el desarrollo (Lawson et al., 2013). A diferencia de lo que ocurre durante la OE, 
el cartílago articular no pasa por las fases de proliferación e hipertrofia condrocitaria descritas 
anteriormente. En cambio, sus condrocitos se quedan en una etapa en la que mantienen un 
fenotipo estable de producción de matriz extracelular y baja tasa de proliferación. Actualmente, 
las diferencias en la regulación de los procesos que marcan esta diferencia están siendo 
intensamente investigadas y son fuente de debate.  
Se ha postulado que, tras la etapa de desarrollo, el cartílago articular sano cuenta con 
mecanismos que bloquean los cambios hipertróficos o catabólicos característicos de la OE y que 
la pérdida de estos mecanismos que capacitan a los condrocitos para mantener su fenotipo 
estable es un posible inductor del desarrollo de la OA. Así, diversas vías que controlan la 
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diferenciación en la placa de crecimiento han demostrado estar activas o desreguladas en el 
cartílago OA y se cree que muchos factores de riesgo para la OA podrían modificar la actividad 
de las vías relacionadas con la expresión de SOX9, esencial para la transcripción de componentes 
de la matriz del cartílago hialino COL2 y AGG, o RUNX2, que guía diversos procesos en la 
hipertrofia condrocitaria. El equilibrio entre estos dos factores es determinante para el fenotipo 
condrocitario y una alteración del mismo causaría cambios en los condrocitos, que 
desembocarían en un fenotipo de tipo hipertrófico que recapitularía los procesos de OE (Caron 
et al., 2015; Goldring, 2012). Mediante estudios de asociación genética, se ha podido demostrar 
que mutaciones en genes con potencial para estimular vías capaces de inducir la hipertrofia, 
como por ejemplo la vía de señalización canónica de WNT a través de β-catenina, están 
asociados a una mayor susceptibilidad a padecer OA (Goldring et al., 2011). 
Asimismo, distintas proteínas asociadas con la hipertrofia condrocitaria han demostrado estar 
estrechamente relacionados con evolución y la gravedad de la patología. Una modulación de la 
expresión de IHH, MMP13, RUNX2, ADAMTS5 o MMP13 entre otros, ha demostrado ser capaz 
de modificar el curso de la OA en diversos modelos experimentales (Kamekura et al., 2006; Little 
et al., 2009; Zhou et al., 2014) 
1.2.2 Formación de osteofitos 
Un osteofito es un crecimiento óseo extensivo recubierto de fibrocartílago que aparece en una 
superficie ósea normal. Además del estrechamiento del espacio articular y la esclerosis 
subcondral, es una de las principales características radiográficas de la OA y un criterio 
diagnostico importante para esta enfermedad. Los osteofitos pueden formarse en fases 
tempranas del desarrollo de la OA y en algunos casos ser observados antes que el 
estrechamiento del espacio articular. Tiene un efecto significativo en la OA ya que pueden ser 
fuente de dolor y pérdida de función. Sin embargo, también pueden aparecer sin causar efectos 
negativos o incluso tener un efecto positivo aumentando la superficie articular (van der Kraan 
and van den Berg, 2007) 
Los osteofitos se forman desde progenitores presentes en el periostio y la membrana sinovial 
cuando son estimuladas para que proliferen. Durante su desarrollo, el osteofito permanece 
cubierto con una capa de células similares a fibroblastos. Las células en esta capa contribuyen al 
crecimiento del osteofito por la proliferación y la diferenciación de los condrocitos dentro de la 
misma. Así, las células dentro del osteofito en desarrollo sufren condrogénesis y depositan en el 
tejido moléculas de la matriz, tales como agrecano. Los condrocitos más centrales se diferencian 
aún más y se hipertrofian. Seguidamente, se produce una osificación endocondral, deposición 
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de hueso y formación de cavidades medulares. El osteofito totalmente desarrollado se integra 
con el hueso subcondral original pero todavía muestra una capa fibrosa exterior. Finalmente la 
parte superior de los osteofitos queda cubierta de cartílago ampliando de esta forma la 
superficie del cartílago original de la articulación (van der Kraan and van den Berg, 2007). Por 
este motivo, los osteofitos maduros son muy difíciles de identificar y no existen métodos 
sencillos estandarizados para su detección y cuantificación (Junker et al., 2015; Saha et al., 
2011). 
Los factores que estimulan la formación de osteofitos son tanto mecánicos como bioquímicos, 
entre los últimos destaca TGFβ aunque otras proteínas como BMP2, BMP9 o IGF1 han sido 
relacionadas con este proceso (van der Kraan and van den Berg, 2007) 
1.2.3 El hueso subcondral 
El hueso subcondral se define como el componente óseo distal al cartílago calcificado. Está 
separado del cartílago calcificado por la llamada línea de cemento y se compone de dos 
entidades anatómicas, la placa subcondral formada por una delgada lamela cortical y el hueso 
cortical trabecular subyacente que se integran en una unidad funcional biomecánica, altamente 
compleja, que permite un correcto funcionamiento durante el reposo y el movimiento articular 
(Sanchez et al., 2005). La placa subcondral es porosa y cuenta con canales de comunicación con 
el cartílago calcificado especialmente en las zonas sometidas a más estrés. De ella deriva el 
hueso cortical subcondral que es la estructura responsable de absorber y distribuir la carga a la 
que es sometida la articulación. Además, al ser una estructura muy porosa, rica vasos,  que 
contiene medula ósea y metabólicamente activa tiene una función de aporte de nutrientes al 
cartílago pudiendo ser responsable de hasta un 50% del aporte de glucosa y oxígeno al cartílago 
(Imhof et al., 2000). 
El hueso subcondral y el cartílago calcificado forman una unidad estructural denominada unión 
osteocondral. Una excesiva rigidez y perdida de flexibilidad del hueso subcondral puede 
trasmitir cargas mayores y provocar un daño en el cartílago, a su vez las lesiones en el cartílago 
aumentarán la carga que soporta el hueso subcondral. Además de la comunicación mediante 
fuerzas mecánicas existe también una comunicación a nivel molecular ya que se ha demostrado 
varios factores liberados por células óseas pueden alcanzar el cartílago y viceversa (Martínez-
Calatrava et al., 2012).  
El hueso subcondral tiene un papel fundamental en el desarrollo de la OA y sufre diversos 
cambios estructurales e histopatológicos como quistes, lesiones de la medula ósea, microfisuras 
y esclerosis del hueso subcondral caracterizado por el engrosamiento trabecular, aumento de 
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volumen de osteoide y disminución de calcio asociado a fibras de colágenos durante la evolución 
de la patología (Henrotin et al., 2012).  
Sin embargo, en diferentes estadios de OA podrían aparecer otras alteraciones estructurales. 
Durante la OA temprana se ha descrito un incremento del remodelado óseo y perdida de hueso 
subcondral. Además, nuestro grupo ha demostrado que un incremento de la tasa de 
remodelado subcondral, con pérdida de masa ósea, está asociado con mayor daño en el 
cartílago en conejos con OA (Martínez-Calatrava et al., 2012; Moreno-Rubio et al., 2010). Esta 
pérdida de hueso subcondral se ha observado también en diversos modelos animales que han 
mostrado un aumento de la separación trabecular una disminución de la fracción de volumen 
que ocupa el hueso y el espesor trabecular asociado un deterioro del cartílago (Li et al., 2013). 
También en etapas avanzadas de OA, existe controversia respecto a la aparición de esclerosis 
subcondral, puesto que, en un estudio que utilizó imágenes por resonancia magnética nuclear 
de 3T, se encontró que,  en las zonas adyacentes a las lesiones del cartílago medial en la tibia 
había una mayor fracción de volumen de hueso y un mayor espesor trabecular. Por el contrario, 
en los compartimentos laterales de la articulación se producía el efecto contrario. Es decir, 
mientras que en las zonas donde el cartílago estaba dañado aparecía esclerosis del hueso 
subcondral, las zonas adyacentes presentaban osteopenia (Chiba et al., 2012). 
1.2.3.1 Sistema OPG/RANK-L 
En el remodelado de hueso subcondral, tiene especial relevancia la ruta que implica al receptor 
activador de NFκB (RANK), a su ligando (RANK-L) y a la osteoprotegerina (OPG). Estos 
mediadores regulan la diferenciación y la actividad de los osteoclastos y han demostrado ser 
importantes en la destrucción ósea en otras patologías articulares, como la artritis reumatoide 
(Goldring and Marcu, 2009). La unión de RANK, el cual se expresa en la superficie de células 
precursoras de osteoclastos, a RANK-L producido por osteoblastos u otras células, promueve la 
maduración de osteoclastos. OPG, que igual que RANK-L se expresa en diversos tipos celulares, 
actúa a su vez inhibiendo este proceso, puesto que, se une a RANK-L secuestrándolo e 
impidiendo que se produzca la unión RANK/RANK-L. Así el ratio OPG/RANK-L es un indicativo de 
resorción ósea y juega un papel crucial en la fisiopatología del hueso. 
Estos mediadores, además de en el hueso, se expresan también en condrocitos, pero hasta el 
momento no se ha identificado ninguna función específica de RANK-L u OPG en el cartílago 
articular. Algunos autores han sugerido que los condrocitos hipertróficos de la placa de 
crecimiento participan en la diferenciación de precursores de osteoclastos debido a que 
expresan RANK-L en mayor medida que OPG modificando su equilibrio en favor de la 
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osteoclastogenesis (Boyce and Xing, 2008). Además un trabajo publicado por nuestro 
laboratorio, demostró que el RANK-L sintetizado por los condrocitos, podría contribuir a la 
osteoporosis juxta-articular asociada a la artritis crónica mediante un incremento de la 
osteoclastogenesis en el hueso subcondral (Martínez-Calatrava et al., 2012). 
1.2.4 La membrana sinovial 
La membrana sinovial es un tejido blando que recubre las cavidades de las articulaciones 
diartrodiales, la cubierta de tendones y bursas (sacos llenos de líquido localizados entre 
tendones y huesos). 
 Está formada por una capa íntima que está en contacto directo con la articulaciónvy una capa 
subyacente denominada subíntima. La íntima está formada por una capa de 1 a 3 células de 
espesor que pueden ser de naturaleza macrofágica, derivados de monocitos sanguíneos 
(sinoviocitos tipo A), y fibroblastos especializados de origen local (sinoviocitos tipo B). La capa 
subíntima varía según el tipo de sinovial, pero contiene vasos linfáticos y sanguíneos, 
fibroblastos residentes, células infiltradas embebidas en una matriz compuesta por colágenos.  
Se ha descrito  que existen tres tipos de membrana sinovial (Smith, 2011). La sinovia fibrosa está 
formada por un tejido fibroso, como ligamentos o tendones, sobre los que aparece una capa 
íntima más o menos continua. La sinovia areolar se caracteriza por una capa íntima superficial 
más o menos continua bajo la cual aparece una red de capilares sanguíneos seguida de un plexo 
de arteriolas y vénulas. Finalmente, la sinovia adiposa presenta una capa íntima completa con 
una red de capilares superficial, la matriz suele ser rica en colágenos y la parte más profunda del 
tejido está formada por tejido adiposo. 
La principal función de la membrana sinovial es la de producir líquido sinovial. Éste, contiene 
moléculas de alto peso molecular que permiten el deslizamiento de las superficies, impidiendo 
la adhesión de las distintas estructuras y tejidos y evitando el desgaste del cartílago. También es 
responsable de proporcionar nutrientes al cartílago, los cuales difunden desde la superficie 
articular hasta las capas más profundas de la matriz cartilaginosa. Además, la sinovial adiposa 
podría tener  una función de amortiguación y de reparto de fuerzas en la articulación, tal como 
se ha sugerido en el caso de la almohadilla adiposa infrapatelar (Eymard and Chevalier, 2016). 
Se ha descrito que al menos el 50% de los pacientes con OA sufren inflamación de la membrana 
sinovial o sinovitis. No obstante, actualmente se cree que este porcentaje puede ser mayor ya 
que estudios que han empleado técnicas de imagen avanzadas han observado sinovitis en un 
70% de los pacientes estudiados (Scanzello and Goldring, 2012).  
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La sinovitis artrósica se caracteriza por la transformación agresiva del fenotipo de los 
sinoviocitos B y por el desarrollo de un infiltrado inflamatorio, proliferación de la capa íntima, 
formación de tejido fibroso y neovascularización que en los casos más graves resulta en una 
hiperplasia sinovial persistente capaz de destruir el cartílago articular y producir erosiones 
óseas.  
El estudio del papel que juega la inflamación de la membrana sinovial o sinovitis en el desarrollo 
de la OA es relativamente reciente, puesto que históricamente la OA se había descrito como una 
artritis no inflamatoria (Berenbaum, 2013). Sin embargo, se ha descrito que conduce a una 
pérdida de función por un aumento de la permeabilidad de la membrana sinovial que permite 
la difusión de moléculas del líquido sinovial al torrente sanguíneo y viceversa (Scanzello and 
Goldring, 2012) . Se ha evidenciado que, influye además en la aparición de síntomas, puede ser 
fuente de dolor en la articulación, la fibrosis característica puede provocar rigidez en la 
articulación, y podría participar en la formación de osteofitos (Wei and Bai, 2016). Incluso se ha 
postulado que la sinovitis podría preceder o incrementar el riesgo de sufrir OA (Atukorala et al., 
2016; Hügle and Geurts) 
1.3 Heterogeneidad y factores de riesgo para la OA  
El principal factor de riesgo que se asocia a la OA es la edad. Sin embargo, la OA se puede 
clasificar en varios fenotipos según los factores de riesgo a los que se asocia. Así se pueden 
distinguir la OA primaria o secundaria (dependiendo si es causada por una lesión previa), la 
asociada a la edad, a los factores genéticos, hormonales o la OA metabólica entre otros 
(Castañeda et al., 2013; Herrero-Beaumont et al., 2009; Zhuo et al., 2012).  
La OA metabólica es considerada el segundo fenotipo más frecuente detrás de la asociada a la 
edad (Le Clanche et al., 2016) lo que se refleja en algunos estudios que apuntan a una asociación 
entre la OA y los eventos cardiovasculares (Haugen et al., 2015). Los  factores de riesgo para la 
OA metabólica están siendo intensamente investigados por la comunidad científica, puesto son 
cada vez más prevalentes en nuestra sociedad (Li et al., 2016).  Así, son una diana importante 
para reducir el coste socio-económico que supondrá la OA en el futuro.  Sin embargo, todavía 
no se conoce bien que características de la OA se ven más afectadas por las distintas patologías 
metabólicas a las cuales se ha asociado. 
 
INTRODUCCIÓN 
Página | 10  
 
1.4 Consecuencias de alteraciones metabólicas en el desarrollo de la OA y sus 
mecanismos   
Numerosos trabajos han estudiado la relación de distintos desordenes metabólicos como la 
diabetes, la dislipemia, la obesidad o el MetS con la OA y empieza a establecerse la idea de que 
la investigación en esta área puede ser muy importante para el desarrollo de nuevas terapias 
para los pacientes que sufren un fenotipo de OA metabólica. Se calcula que aproximadamente 
la mitad de los enfermos podrían tener un fenotipo metabólico de OA, que afecta 
principalmente a la población de mediana edad (de entre 45 y 65 años) y muestran una 
evolución y progresión más rápida asociada a un mayor grado de dolor (Le Clanche et al., 2016) 
No obstante, no está claro cómo afecta cada uno de los distintos trastornos metabólicos a la 
articulación. Trabajos realizados en pacientes que sufren MetS, una patología que se produce 
como consecuencia de sufrir diversas alteraciones metabólicas entre las que se incluyen la 
hipertensión arterial, elevada concentración de glucosa en sangre, dislipemia  y un exceso de 
grasa abdominal, indican que la asociación que presenta esta patología con la OA es mayor 
cuanto más componentes de este síndrome muestren los pacientes (Monira Hussain et al., 
2014).Es decir, una alteración en el metabolismo de la glucosa, la desregulación de lípidos o la 
hipertensión tienen efectos aditivos. Aunque recientemente se han publicado varios trabajos 
que plantean nuevas teorías sobre el papel de las condiciones que componen el MetS en el 
desarrollo de la OA (Le Clanche et al., 2016; Zhuo et al., 2012), la aportación de estas condiciones 
de manera independiente sigue siendo en gran medida desconocida.   
A continuación, se presenta un análisis de cómo la diabetes y las alteraciones del metabolismo 
de los lípidos se asocian a la OA y cuáles son los mecanismos implicados que se han propuesto 
hasta la fecha. 
1.4.1 Asociación entre la diabetes Mellitus y la OA  
La diabetes Mellitus (DM) es una patología causada por altercaciones metabólicas producidas 
como resultado de la disfuncionalidad de los mecanismos responsables del manejo de la glucosa 
en el organismo. Existen dos tipos de DM, la DM de tipo 1 se caracteriza por una disminución en 
la producción de insulina responsable de regular el metabolismo de la glucosa. La DM de tipo 2 
implica una resistencia a insulina a nivel celular y se produce típicamente como consecuencia de 
hábitos alimentarios poco saludables.  En ambos, la reducción en la actividad de la insulina 
provoca una hiperglucemia sostenida en el tiempo que a su vez provoca daños en el organismo. 
Se estima que en el año 2035, 592 millones de personas adultas sufrirán diabetes (King and 
Rosenthal, 2015).  
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El primer estudio que sugería la existencia de una relación ente la DM y la OA se publicó en 1961 
(Sellam and Berenbaum, 2013). Estas dos patologías comparten características epidemiológicas 
puesto que ambas son enfermedades complejas con una considerable heterogeneidad clínica y 
etiologías multifactoriales que involucran interacciones entre factores genéticos y ambientales. 
Comparten además factores de riesgo como la edad o desordenes metabólicos. Más aun, los 
estudios poblacionales, transversales Chingford, Roterdam, ROAD  y otros, realizados en 
distintas poblaciones de Estados Unidos, Italia o Puerto Rico  (Dahaghin et al., 2007; Hart et al., 
1995; King et al., 2013; Nieves-Plaza et al., 2013; Schett et al., 2013; Yoshimura et al., 2015) 
concluyeron que la DM es significativamente más común en pacientes con OA. En 
contraposición, en otros trabajos no se encontró dicha asociación (Frey et al., 1996; Garessus et 
al.). Los diferentes criterios de selección de los pacientes y los diferentes estilos de vida de las 
cohortes seleccionadas podrían ser las responsables de dichas discrepancias. 
Existen además algunos trabajos en los que se ha observado que características específicas de 
la OA, como una mayor degeneración del cartílago o un mayor estrechamiento de la cavidad 
articular, podrían verse agravadas en pacientes con  DM (Eymard et al., 2015; Gibson et al., 2012; 
Jungmann et al., 2013). La matriz extracelular del cartílago, sufriría cambios ante alteraciones 
metabólicas asociadas a la DM como una disminución en la producción de colágenos y un 
incremento en el catabolismo de proteoglicanos (Silberberg et al., 1977; Umpierrez et al., 1989). 
Asimismo los pacientes que presentan DM además de OA, tendrían un mayor riesgo de ser 
sometidos a una artroplastia y de seguir sufriendo dolor después de la intervención (King et al., 
2013; Rajamäki et al., 2015; Schett et al., 2013) 
Adicionalmente a los estudios en humanos también se han desarrollado modelos animales en 
los que se han podido observar cambios en la OA de animales con DM. Sin embargo estos 
modelos tienen importantes limitaciones, ya que hasta el momento ninguno ha conseguido 
reproducir fielmente la diabetes de tipo 1 o de tipo 2, ya que en su mayoría, adquieren 
características de ambos tipos (King and Rosenthal, 2015).  
En estos modelos animales se han observado cambios significativos en distintos tejidos 
articulares que podrían causar un mayor daño y una OA más grave, como consecuencia de la 
DM. Existen evidencias de que las anomalías en los huesos provocados por la DM, podrían 
conducir a una deficiencia en la reparación de microfracturas en el hueso (Li et al., 2013). Esto 
afectaría su biomecánica promoviendo la aparición de la OA, y se asociaría a una peor 
recuperación tras la artroplastia. También se ha observado que la membrana sinovial de ratas 
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con DM tipo 1 sufre fibrosis como consecuencia de un incremento de COL1, COL2, y COL5 
(Atayde et al., 2012), lo que podría conducir a un agravamiento de la OA. 
A pesar de los diversos estudios poblacionales y algunos modelos animales que apuntan a la DM 
como un factor de riesgo para la OA, los mecanismos moleculares que asocian estas patologías 
no están bien definidos.  
La inflamación sistémica asociada a la diabetes es el mecanismo más estudiado como nexo de 
unión entre estas dos condiciones puesto que se ha demostrado que la OA tiene una importante 
componente inflamatoria. La sinovitis, el estrechamiento articular o la aparición de osteofitos 
podría verse agravados como consecuencia del incremento de proteínas proinflamatorias 
sobreexpresadas a causa de la DM.  
También la alteración en el metabolismo de la glucosa podría ser un importante mediador en el 
daño articular, y podría contribuir a la patogenia común. No obstante, se conoce muy poco 
acerca del efecto de concentraciones variables de glucosa en la articulación y el cartílago.  
1.4.1.1 Papel de la hiperglucemia en la OA 
La hiperglucemia, podría causar daños en la articulación a través de distintas vías, mediante un 
incremento de la producción de especies reactivas de oxígeno y citoquinas porinflamatorias 
contribuyendo estrés oxidativo y al daño tisular (Laiguillon et al., 2015). Esto se agrava debido a 
que la absorción de glucosa de las células es estimulada por citoquinas catabólicas presentes en 
la articulación en la OA (Hernvann et al., 1992). En la OA los efectos de una elevada 
concentración de glucosa se han estudiado sobre todo en el cartílago y los condrocitos y se ha 
hipotetizado que los condrocitos podrían verse afectados a distintos niveles, como por una peor 
regulación del transporte de glucosa, un incremento de productos de glicación avanzada o el 
incremento de proteínas que son modificadas postraduccionalmente mediante O-N-
AcetilGlicosilación (O-GlcNAc),  (Mobasheri, 2012; Rosa et al., 2009; Tardio et al., 2011). 
Los condrocitos son células sensibles a cambios en la concentración de glucosa, ya que son 
capaces de detectar y adaptarse a las variaciones en la concentración extracelular. Sin embargo, 
se ha demostrado que los condrocitos OA en cultivo ante elevadas concentraciones de glucosa, 
no son capaces de disminuir la expresión del transportados de glucosa GLUT-1 ni de reducir su 
actividad (Rosa et al., 2009) como consecuencia se produce un mayor estrés oxidativo y se 
favorece la producción de mediadores catabólicos como la MMP-13 (Rosa et al., 2011).   
Las elevadas concentraciones de glucosa podrían también incidir en la OA mediante los llamados 
productos de glicación avanzada (AGEs), moléculas que sufren una adición de una molécula de 
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azúcar de forma no enzimática. Las AGEs han demostrado estas incrementados de forma 
sistémica en pacientes diabéticos y también en el cartílago articular (Rosenbloom and 
Silverstein, 1996; Stefano et al., 2016), de hecho la determinación de la hemoglobina glicada, 
uno de los AGEs más estudiados, en suero se utiliza en la práctica clínica para estudiar el manejo 
de la glucosa de los pacientes.. Los AGEs pueden causar daño tisular en el cartílago causando 
rigidez y perdida de sus funciones biomecanicas tanto de forma directa provocando 
entrecruzamientos de  los colágenos, como mediante la interacción con su receptor (RAGE) 
incrementando la producción de especies reactivas de oxígeno y activando rutas 
proinflamatorias que causan una sobreexpresión de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas 
o marcadores de apoptosis (DeGroot et al., 2001; Pertynska-Marczewska et al., 2015).  
Otro de los mecanismos comunes entre la diabetes y la OA es el incremento de proteínas O-
GlcNAciladas. Estas proteínas han sido muy estudiadas en relación a diabetes, se ha demostrado 
que en los pacientes con DM estas proteínas están incrementadas en diversos tipos celulares 
(Slawson et al., 2010) y se considera un importante efector en la enfermedad.  Asimismo, en 
trabajos previos realizados por nuestro laboratorio, hemos observado que en el cartílago de 
pacientes OA, las proteínas O-GlcNAc están sobreexpresadas respecto al cartílago de sujetos 
sanos (Tardio et al., 2011). En línea con estos datos, hemos demostrado que in-vitro la 
diferenciación de la línea celular de condrocitos prehipertroficos ATDC5, está precedida por un 
aumento de proteínas O-GlcNAciladas. Además descubrimos que un aumento de proteínas O-
GlcNAc es suficiente y necesario para que los condrocitos adquieran este fenotipo hipertrófico 
(Andrés-Bergós et al., 2012)  por lo que la O-GlcNAc proteica podría participar en la aparición 
del fenotipo de tipo hipertrófico en cartílago de pacientes OA.  
1.4.1.1.1 La O-GlcNac proteica  
En los últimos años, varios autores han estudiado el papel de la O-GlcNAc en diversas patologías. 
Algunos estudios sugieren que un incremento agudo en la cantidad de proteínas O-GlcNAc sería 
un mecanismo protector para la célula en situaciones de estrés (Taylor et al., 2008; Zachara and 
Hart, 2004). Por ejemplo, el incremento en los niveles de O-GlcNAc tras la isquemia cardiaca se 
correlaciona con una mejor recuperación funcional.  En contraste con el beneficio asociado a 
elevaciones transitorias, alteraciones crónicas en los niveles de O-GlcNAc se han asociado con la 
patogénesis de enfermedades degenerativas además de la OA y la DM como el Alzheimer, otras 
enfermedades neurodegenerativas o el cáncer. Un incremento de estas proteínas también se 
ha asociado al envejecimiento (Issad, 2010; Nagel and Ball, 2015) 
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La O-GlcNAc proteica es una de las modificaciónes postraduccionales (MPT) más importantes de 
la célula. Esto se refleja en la alta tasa de conservación que muestra, estando presente en los 
organismos más simples como virus hasta en  las más complejas como plantas o animales 
(Lefebvre and Issad, 2015). Desde que se descubrió en 1984 se han identificado más 4000 
proteinas O-GlcNAciladas (Bond and Hanover, 2015). Esta MPT consiste en la incorporación de 
una única molécula de N-acetylglucosamina O-ligada (O-GlcNAc) a los residuos serina y treonina 
de las proteínas del citosol, nucleo y mitocondria. Al contrario que otros tipos de glicosilación 
‘tradicional’, este residuo no se incorpora en retículo endoplasmático o el aparato de Golgi, ni 
se alarga incorporando estructuras más complejas. 
La O-GlcNAcilación es una MPT reversible mediante la acción de las enzimas O-GlcNAc 
transferasa (OGT) que cataliza la incorporación del residuo a la proteína y la O-GlcNAcasa (OGA) 
que hidroliza la unión al residuo. Esta propiedad permite que, al igual que la fosforilación, la 
incorporación de O-GlcNAc pueda regular la función, estabilidad o localización proteica. 
El residuo O-GlcNAc de las proteínas proviene de la molécula UDP-GlcNac que es a su vez el 
producto final de la ruta de las hexosaminas. Esta ruta es altamente dependiente del estado 
nutricional de la célula puesto que entre un 2 y un 5% de la glucosa que entra en la célula es 
Figura 2. Ruta de biosintesis de hexosaminas 
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metabolizada por esta vía. Además el metabolismo de aminoácidos, ácidos grasos o nucleótidos 
también regulan esta vía (Nagel and Ball, 2015). Debido a la fuerte regulación que ejerce el 
estado metabólico sobre esta ruta, se ha propuesto que la O-GlcNAcion podría actuar como 
sensor nutricional y podría ser un mediador importante en la asociación de da diabetes con la 
OA.  
1.4.2 Asociación de las alteraciones del metabolismo lipídico con la OA 
La alteración del metabolismo lipídico ha sido asociada con la OA (Chadha, 2016), sin embargo 
los mecanismos por los cuales actúan no están bien definidos hasta el momento, por lo que un 
mayor conocimiento al respecto representa una interesante oportunidad para el desarrollo de 
nuevas terapias. En los últimos años está ganado protagonismo el estudio general de las 
fracciones lipídicas circulantes o dislipemias, asi como el estudio de los distintos factores 
secretados por el tejido adiposo o adipoquinas. 
1.4.2.1 Papel de la obesidad en el desarrollo de la OA  
La obesidad se define como una acumulación excesiva de grasa en el organismo y se puede 
cuantificar mediante el índice de masa corporal (IMC), un indicador de la relación entre la altura 
y el peso que se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla 
en metros (kg/m2). Así, según el OMS un IMC igual o superior a 30 es determinante de obesidad. 
Es además cada vez más prevalente, el OMS estableció en 2014 que alrededor del 13% de la 
población adulta mundial (un 11% de los hombres y un 15% de las mujeres) eran obesos, cifra 
que se ha multiplicado entre 1980 y 2014. 
La relación entre la obesidad y la OA  se ha atribuido principalmente al excesivo incremento de 
carga mecánica q soportan las articulaciones de estos pacientes. Sin embargo, trabajos más 
recientes indican que la OA también esta incrementada en articulaciones que no sufren carga, 
como las manos (Dahaghin et al., 2007), lo que implica que además de la carga mecánica otros 
factores inducidos por la obesidad juegan un papel importante en el desarrollo de la OA.   
También en modelos animales, se ha confirmado que las alteraciones metabólicas asociadas con 
la obesidad tienen un efecto deletéreo sobre el deterioro del cartílago y la OA siendo este efecto 
es superior al del sobrepeso.  Los trabajos más recientes asocian este hecho con una 
desregulación de adipoquinas (Honsawek and Chayanupatkul, 2010; Scotece and Mobasheri, 
2015). Sin embargo, el exceso de grasa acumulada provoca otras comorbilidades como la 
dislipemia, la diabetes o un incremento en el estrés oxidativo, que hacen difícil aislar los factores 
responsables del agravamiento de la OA en pacientes obesos. 
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1.4.2.1.1 Papel de la hipercolesterolemia en el desarrollo de la OA  
Uno de los desórdenes metabólicos más estrechamente relacionados con la obesidad es la 
dislipemia que conlleva un aumento de las fracciones lipídicas circulantes o hiperlipidemia. Se 
caracteriza por una elevación plasmática de colesterol, triglicéridos o ambos.  
El colesterol es insoluble en los medios acuosos como la sangre, por lo que se transporta en 
lipoproteínas, constituidas por una parte lipídica y otra proteica. Existen diferentes tipos de 
lipoproteínas que trasportan el colesterol en la sangre. Las medidas más utilizadas para el 
estudio de las dislipemias por su valor para predecir patologías cardiovasculares son la medida 
de colesterol total en suero, cuyos valores se consideran elevados a partir de 6.5 mmol/L 
(200mg/dL) o las medidas de las fracciones lipídicas individuales lipoproteinas de baja densidad 
(LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) o triglicéridos.  
Las LDL Son las lipoproteínas encargadas de transportar el colesterol a los tejidos para su 
utilización. La mayor parte del colesterol en sangre es colesterol LDL. Cuando el nivel de LDL en 
sangre aumenta por encima de los valores considerados normales también incrementa el riesgo 
de sufrir patologías cardiovasculares.  
Las HDL son las lipoproteínas que recogen el colesterol de los tejidos y lo transportan al hígado 
para su eliminación a través de la bilis. A diferencia del colesterol LDL un nivel bajo de colesterol 
HDL aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular.  
A pesar de que las hiperlipidemias pueden tener causas primarias de tipo genético 
(hipercolesterolemia familiar) las más prevalentes son las secundarias, asociadas a un estilo de 
vida sedentario y un aporte excesivo de lípidos al organismo o asociada a otras patologías como 
diabetes, obesidad, hipotiroidismo, algunos trastornos hepáticos o renales etc. Debido al 
elevado consumo de alimentos ricos en grasas animales o alimentos altamente procesados en 
los países occidentales, las hipercolesterolemias son muy comunes. 
La prevalencia de la hipercolesterolemia varía enormemente entre distintas poblaciones, pero 
según un estudio llevado a cabo por la OMS un promedio del 27% de los hombres y del 25% de 
las mujeres de las poblaciones estudiadas sufre hipercolesterolemia  (Tolonen et al., 2005) 
Los datos del estudio NHANES reflejaron además, que la prevalencia de la hipercolesterolemia 
y la hipertrigliceridemia era mayor en la población que sufre OA (32% y 50% respectivamente) 
que en la población sin OA (24% y 29,2%) (Puenpatom and Victor, 2009; Singh et al., 2002). 
La función del colesterol en el desarrollo de enfermedad de las arterias coronarias, está 
ampliamente documentado y diversos estudios han demostrado su efecto deletéreo en el 
INTRODUCCIÓN 
Página | 17  
 
desarrollo de la arterosclerosis (van Rooy and Pretorius, 2014). Pero los primeros estudios que 
relacionaban la hipercolesterolemia con la OA de manos en mujeres  se publicaron en los años 
sesenta (Kellgren, 1961). Más adelante el estudio Chingford (Hart et al., 1995) asocio la OA de 
rodilla con la hipercolesterolemia también en mujeres. El estudio Ulm y otros trabajos realizados 
en distintas cohortes, ampliaron esta asociación a la población general (Al-Arfaj, 2003; Stürmer 
et al., 1998). Además, es importante destacar que se ha podido demostrar que la 
hipercolesterolemia está asociada a la OA independientemente del BMI (Sellam and 
Berenbaum, 2013). 
Existen diversos trabajos que intentan explicar la relación entre la hipercolesterolemia y la OA 
analizando las consecuencias derivadas de los elevados niveles de colesterol en distintos tejidos 
articulares. El tejido más estudiado es el cartílago, de cuya composición, los lípidos representan 
un 1%. Son además importantes nutrientes para los condrocitos (Stockwell, 1967) que cuentan 
con elevados niveles de colesterol en sus membranas celulares y son capaces de sintetizar su 
propio colesterol así como de expresar diversos receptores responsables de su captación y eflujo 
(Thijssen et al., 2015) 
El cartílago OA sufre una desregulación en la homeostasis de los lípidos que produce una 
acumulación de ácidos grasos y colesterol especialmente en la zona (Le Clanche et al., 2016) 
superficial del cartílago (Cillero-Pastor et al., 2012). Además, la acumulación de lípidos se 
correlaciona positivamente con la severidad de la patología (Lippiello et al., 1991). Esta 
acumulación anormal en pacientes OA se produce cuando el aporte mediante lipoproteínas 
excede el eflujo de colesterol celular debido posiblemente a una reducción en la expresión de 
transportadores como LXR, APOA1 o ABCA1 en los condrocitos. 
Sin embargo, si un aporte excesivo de colesterol es capaz de causar un mayor daño en el 
cartílago, es fuente de debate. Para aclarar esta cuestión se han desarrollado diversos modelos 
animales con resultados heterogéneos. 
Gierman y sus colaboradores mostraron en ratones modificados genéticamente, que una dieta 
rica en lípidos causaba daño en el cartílago, independientemente al BMI, y que este efecto 
desaparecía al disminuir los niveles de colesterol en los ratones (Gierman et al., 2012, 2014). En 
otro trabajo (Triantaphyllidou et al., 2013) desarrollaron un modelo en el que mostraban que 
los ratones con un defecto de maduración en las HDL desarrollaban lesiones en el cartílago de 
manera espontánea. En esta línea, recientemente se ha publicado un trabajo (Farnaghi et al., 
2016) en el que ratones genéticamente modificados y ratas silvestres hipercolesterolémicas 
mostraban lesiones más graves que sus respectivos controles tras inducir OA de forma 
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quirúrgica. Sin embargo, otros trabajos (de Munter et al., 2013, 2016a) no han encontrado 
diferencias en las lesiones en el cartílago de ratones hipercolesterolémicos silvestres o 
transgénicos. Incluso se han desarrollado estudios que concluyeron que una dieta rica en lípidos 
acelera la reparación del cartílago en un modelo de ratón mediante la inducción de mediadores 
anabólicos (Wei et al., 2016).  
Además del cartílago, otros tejidos articulares como la membrana sinovial y el hueso son 
también susceptibles a sufrir cambios como consecuencia de elevados niveles de colesterol. El 
daño en estos tejidos ha demostrado ser capaz de inducir un mayor daño en el cartílago (Thijssen 
et al., 2015). Esto se ha demostrado en varios modelos de ratones hipercolesterolémicos, en  los 
que una dieta rica en lípidos se asocia a sinovitis, hiperplasia de la membrana sinovial 
infrapatelar, activación de macrófagos en la sinovial y una mayor osteofitosis (Iwata et al., 2013; 
de Munter et al., 2013, 2016b). Sin embargo, los mecanismos que guían estos procesos no están 
claros por lo que muchos investigadores siguen trabajando en el campo.   
1.4.2.2 Papel de las adipoquinas en la OA 
El tejido adiposo además de ser un órgano que actúa como un reservorio energético es una 
fuente de diversos peptidos bioactivos denominadas adipoquinas con funciones autocrinas, 
paracrinas o endocrinas. Las adipoquinas están implicadas en numerosos procesos metabólicos 
como el control del apetito, el gasto energético, sensibilidad a la insulina, inflamación y función 
cardiovascular (Flehmig et al., 2014).  
La leptina y la adiponectina, son dos de las adipoquinas más estudiadas que han sido implicados 
en la patogénesis de la OA y podrían actuar como nexo de unión entre los desórdenes 
metabolicos y la OA (Abella et al., 2014) 
Un aporte excesivo de nutrientes o la restricción calórica pueden afectar el perfil secretor de los 
adipocitos ya que la expresión de adipoquinas se ve afectada tanto por un exceso como por una 
falta de tejido adiposo (Deng and Scherer, 2010). Asimismo, las adipoquinas señalizan el estado 
funcional del tejido adiposo a distintos tejidos en órganos como el celebro, el páncreas, el 
hígado, el sistema inmunitario, el musculo o la vasculatura entre otros. Por ello se está 
estudiando como contribuyen al desarrollo de diversas patologías asociadas a la obesidad y son 
candidatos prometedores para nuevas estrategias de tratamiento farmacológico y como 
herramientas de diagnóstico (Fasshauer and Blüher, 2015). En la OA de rodilla se ha identificado 
la almohadilla adiposa infrapatelar o cuerpo de Hoffa como una potencial fuente de adipoquinas 
que podrían afectar a la patología. Ya que en pacientes OA puede adquirir un fenotipo 
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proinflamatorio y producir adipoquinas o citoquinas que aceleren la progresión de la patología 
(Conde et al., 2014). 
1.4.2.2.1 Adiponectina 
La adiponectina es una proteína que se sintetiza principalmente en el tejido adiposo que tiene 
una función en la homeostasis de glucosa y lípidos del organismo (Meier and Gressner, 2004). 
Los niveles circulantes tienden a ser bajos en pacientes obesos y se incrementan con la pérdida 
de peso. Además, niveles bajos de adiponectina circulante también se asocian a la dislipidemia, 
incluso en ausencia de otros factores de riesgo de MetS (Trujillo and Scherer, 2006) 
El papel de la adiponectina en la OA es controvertido. Algunos trabajos han concluido que los 
niveles séricos de adiponectina son significativamente mayores en pacientes con OA que en 
controles sanos (Filková et al., 2009; Laurberg et al., 2009) y se correlacionan con la gravedad de 
la enfermedad (Koskinen et al., 2011). Además, existen múltiples evidencias de que la 
adiponectina actúa como factor proinflamatorio en las articulaciones causando efectos adversos 
en condrocitos y fibroblastos sinoviales  induciendo la degeneración del cartílago característica 
de la OA (de Boer et al., 2012).  
Sin embargo, otros estudios estudio revelaron que la disminución de adiponectina en plasma y 
liquido sinovial se asociaba a un incremento de OA y que existe una correlación inversa entre la 
adiponectina y la gravedad de la enfermedad (Giaginis et al., 2012) 
Estos resultados contradictorios podrían explicarse por diferencias en las características de los 
pacientes y en los protocolos del estudio. Pero también es posible que la importancia de la 
adiponectina varíe de acuerdo con la fase y la gravedad del proceso de OA. 
1.4.2.2.2 Leptina 
Es una proteína que se sintetizan principalmente los adipocitos cuyos niveles en sangre se 
correlacionan con la BMI, aunque también es regulado por mediadores proinflamtorios (Gualillo 
et al., 2000). La leptina ha mostrado además una correlación positiva significativa con distintos 
parámetros de resistencia a la insulina, con triglicéridos y una correlación negativa con el 
colesterol HDL (Yadav et al., 2011).  
El patrón de expresión de la leptina se ha relacionado con el grado de destrucción del cartílago 
(Dumond et al., 2004), observando los niveles más altos de leptina en las etapas avanzadas de 
la enfermedad  que se correlacionan además con el grado de dolor (Ku et al., 2009; Lübbeke et 
al., 2013; Simopoulou et al., 2007). La leptina ha demostrado también ser necesaria para el 
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desarrollo y progresión de la OA asociada con la obesidad en ratones (Griffin et al., 2009), 
sugiriendo que la obesidad, per se, no es suficiente para inducir OA.  
Recientemente, un estudio mostró que hay una mayor cantidad de leptina la almohadilla de 
grasa infrapatelar y tejidos sinoviales obtenidos de pacientes con OA en comparación con 
controles sanos (Conde et al., 2014). Además, los condrocitos del cartílago humano OA muy 
dañado producen más leptina que los del cartílago normal o con daños leves (Simopoulou et al., 
2007). Los distintos trabajos sugieren que la leptina tiene un rol proinflamatorio en la OA y que 
está involucrada en los cambios patológicos que sufren los distintos tejidos articulares durante 
la patología  (Hu et al., 2011).  
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Diversos desórdenes metabólicos se han relacionado directamente con el desarrollo la OA, si 
bien se desconocen los mecanismos que subyacen a dichas asociaciones. En esta tesis doctoral 
se ha estudiado del papel de la hiperglucemia y la dislipemia en las alteraciones tisulares que 
ocurren durante la OA. Por tanto, nuestros objetivos fueron:  
1. Estudiar el efecto de la concentración elevada de glucosa en el cartílago y el hueso 
subcondral artrósico. Los objetivos concretos fueron: 
a. Estudiar, si las alteraciones en el manejo de la glucosa modifica la expresión génica de 
marcadores de hipertrofia condrocitaria en el cartílago de pacientes artrosicos, en 
comparación con pacientes sin alteraciones metabólicas identificadas.  
b. Determinar si una concentración elevada de glucosa modifica la expresión génica de 
marcadores de hipertrofia en condrocitos humanos artrósicos cultivados en un entorno 
tridimensional. Estudiaremos además si la O-N-acetil-glicosilación proteica podría ser el 
mecanismo por el cual se producirían estas modificaciones.  
c. Estudiar si el incremento en la concentración de glucosa circulante podría modificar la 
estructura del hueso subcondral en un modelo experimental de diabetes en ratas, en 
comparación con animales sanos.  
d. Determinar si la concentración elevada de glucosa es capaz de modificar la síntesis de 
proteínas reguladoras del metabolismo óseo en condrocitos en cultivo. 
2. Analizar el efecto de la hiperlipemia en la alteración del cartílago, el hueso subcondral y la 
membrana sinovial durante la artrosis. Los objetivos concretos fueron: 
a. Evaluar el efecto de la administración de una dieta rica en lípidos sobre diferentes 
parámetros sistémicos en conejos con artrosis en comparación con animales con artrosis 
que recibieron una dieta estándar.  
b. Estudiar el efecto de una dieta rica en lípidos sobre el daño histopatológico y la síntesis 
de diferentes mediadores proinflamatorios y procatabólicos en el cartílago de animales 
con artrosis, en comparación con los artrósicos que reciben una dieta estándar. 
c. Evaluar el efecto de una dieta rica en lípidos sobre la densidad mineral ósea del hueso 
subcondral, así como la aparición de osteofitos articulares, en los conejos con artrosis.  
d. Estudiar el efecto de una dieta rica en lípidos sobre las alteraciones histopatológicas de 
la membrana sinovial artrósica, en el modelo experimental en conejos, asi como sobre la 
síntesis de diferentes mediadores proinflamatorios, en la membrana sinovial de estos 
animales.  
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3.1 Estudios en Pacientes 
Para la realización de este trabajo se utilizó tejido procedente de pacientes que se sometieron 
a artroplasia total de rodilla en el servicio de cirugía ortopédica de la Fundación Jiménez Díaz de 
Madrid. Todos los donantes, que presentaban evidencias clínicas y radiológicas de OA de 
acuerdo con los criterios de la Sociedad Americana de Reumatología, dieron su consentimiento 
informado. El estudio fue aprobado por el comité ético del IIS-FJD.  
Los pacientes fueron caracterizados y clasificados de acuerdo su estado metabólico. Todos los 
grupos mostraron distribuciones de edad y sexo comparables. Antes de ser sometidos a la 
intervención, se les tomo la tensión arterial y se analizó el colesterol total, la glucosa basal y la 
hemoglobina glicada en suero. Para la obtención de suero, la sangre se recolectó en tubos con 
gel separador con interior de silicona y partículas de sílice para acelerar el proceso de 
coagulación y prevenir la adherencia de hematíes a la pared (BD Vacutainer SST Advance, BD 
Diagnostics, Plymouth, UK). Se centrifugaron los tubos a 3000rpm durante 30 minutos y se 
recogió el sobrenadante (suero) para analizar el perfil metabólico de estos pacientes en 
laboratorio de Bioquímica Clínica de nuestras instalaciones y mediante el Sistema Advia®2400 
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA).  
Durante la intervención se obtuvieron las piezas quirúrgicas correspondiente a la rodilla que se 
reemplazó, tanto del cóndilo femoral como tibial. Se evaluó macroscópicamente el daño en el 
cartílago y se recogieron muestras de fracciones dañadas y no dañadas de cartílago del cóndilo 
femoral y el plato tibial. Una porción del cartílago obtenido se utilizó para cultivo celular de 
condrocitos, mientras que otra, se congeló en nitrógeno líquido para posteriormente llevar a 
cabo el protocolo de extracción de proteínas totales y de ARN. 
 
3.2 Estudios en animales 
Todas las prácticas animales se desarrollaron conforme a las guías del Comité Internacional e 
Institucional de Investigación Animal de acuerdo con la legislación española vigente 
(RD1201/2005) y las directrices de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, escritas por los 
Institutos Nacionales de la Salud (Bethesda, MD, USA).   
3.2.1 Desarrollo del modelo combinado de hipercolesterolemia y OA en conejos 
Para el estudio del efecto de la hipercolesterolemia en OA, se emplearon conejos adultos 
machos, de raza Nueva Zelanda, con un peso comprendido entre los 3 y 3,5 kg, suministrados 
por la Granja San Bernardo (Navarra, España). Las condiciones ambientales y de temperatura se 
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mantuvieron constantes a lo largo del estudio, y consistieron en ciclos de 12 horas de luz y 12 
horas de oscuridad en jaulas individuales de 50 x 40 x 40 cm. Tras dos semanas de aclimatación 
con acceso ad libitum a agua y pienso estándar comercial (Panlab®, Barcelona, España), los 
conejos se separaron aleatoriamente en 4 grupos y se iniciaron los modelos.  
El estudio se inició con 40 conejos. Veinte conejos fueron alimentados con pienso estándar y 
otros veinte con una dieta comercial suplementada con un 0,5% de colesterol y un 4% de aceite 
de cacahuete (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, Alemania). Seis semanas después del inicio del 
estudio, diez conejos alimentados con dieta estándar y diez conejos alimentados con la dieta 
enriquecida se sometieron a cirugía en ambas rodillas para inducir una OA experimental, 
mediante menisectomía parcial de la mitad anterior del menisco medial y sección del ligamento 
cruzado anterior (ACTL)  (Calvo et al., 2007). Por tanto, los cuatro grupos de animales fueron:  
- Un grupo control alimentado con dieta regular en el que no se practicó ninguna intervención 
quirúrgica en adelante ‘Control’ 
- Un grupo alimentado con una dieta rica en lípidos en el que no se practicó ninguna intervención 
quirúrgica, en adelante ‘HFD’ (del inglés High Fat Diet) 
- Un grupo alimentado con dieta regular al que se le indujo una OA experimental, en adelante 
‘OA’ (del inglés Osteoarthritic) 
- Un grupo alimentado con una dieta rica en lípidos al que se le indujo una OA experimental, en 
adelante ‘OA-HFD’. 
Dada la experiencia previa del laboratorio en la inducción de lesión articular mediante ACLT se 
decidió no incluir un grupo de cirugía simulada para comprobar que la inflamación generada por 
la cirugía no afectaba al resultado de la lesión articular, puesto que hemos realizado dicha 
comprobación en ocasiones anteriores. 
La cirugía tuvo lugar bajo anestesia general mediante inyección intramuscular de una 
combinación de 2 mg/Kg de xylacina (Rompun, Bayer) e hidrocloruro de ketamina (Ketolar, 
Parque-Davis) en proporción 3:1 (Benito et al., 2000) en condiciones de asepsia. Se realizó 
profilaxis antibiótica con cefonicid i.m. (100 mg/Kg) (Smith K. Beecham) antes de la cirugía y los 
siguientes tres días. 
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Figura 3. Cronograma descriptivo del modelo combinado de OA y dislipemia en conejos. A los conejos del grupo 
HFD y OA-HFD se les administro dieta rica en grasa durante las 18 semanas del estudio. La OA se indujo en la 
semana 6 y se dejó progresar 12 semanas hasta el momento del sacrificio. 
 
La ganancia de peso de los conejos se monitorizo cada dos semanas a lo largo de todo el estudio. 
En las semanas seis y dieciséis del estudio se tomaron datos de tensión arterial de los conejos 
con el monitor ‘High Definition Oscillometry’ y el software ‘HDO MDS 2.0’ (VET memodiagnostic, 
Barcelona, España) colocando un manguito especifico en una de las patas traseras del animal. 
No se encontraron diferencias entre los diferentes grupos estudiados a ninguno de los tiempos 
del estudio. 
Una semana antes del sacrificio se sometió a los conejos a un test de tolerancia oral a la glucosa 
(TTG). Se realizó después de mantener a los conejos en ayunas durante doce horas, 
administrando 1,5 gramos de glucosa por cada kilo de peso de los conejos, por vía oral, mediante 
una sonda. Se tomaron muestras de sangre de la arteria central de la oreja en tubos que 
contenían buffer de citrato de sodio (Vacutainer SST Advance, BD Diagnostics, Plymouth, UK) 
justo antes de la administración de glucosa y quince, treinta y ciento veinte minutos después. La 
sangre fue centrifugada para la obtención de plasma y se midieron los niveles de glucosa en el 
departamento de Bioquímica Clínica del HU-FJD. Para el análisis, se representaron los valores de 
glucosa en el tiempo y se calculó el área bajo la curva con el programa GraphPad Prism, 
(GraphPad San Diego California USA). 
Doce horas antes del sacrificio se mantuvo a los animales en ayunas, tras lo cual se les extrajo 
sangre para la obtención de suero y plasma. Para analizar el perfil metabólico de los conejos 
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estas fracciones se enviaron directamente al laboratorio de Bioquímica Clínica del HU-FJD y 
mediante el Sistema Advia®2400 se analizaron los niveles de colesterol total, HDL y triglicéridos.  
Todos los conejos se sacrificaron a las 18 semanas del inicio del estudio, mediante inyección 
intracardiaca de Tiobarbital (B. Braun, Barcelona España) 1g/20ml, previa anestesia general 
descrita anteriormente. Tras el sacrificio se recogieron la membrana sinovial, los cóndilos 
femorales y el cartílago articular del plato tibial y el hueso subcondral de la tibia de ambas 
rodillas.  
La mitad superior de las sinoviales y el cartílago se congelaron inmediatamente en nitrógeno 
líquido y posteriormente fueron almacenadas a -80⁰ C hasta su utilización. La mitad inferior de 
las membranas sinoviales y los cóndilos femorales fueron fijados durante 24 horas en un tampón 
frío de paraformaldehido al 4%. Después, ambos fémures se descalcificaron durante 4-5 
semanas en ácido fórmico 10% y formaldehído 5% para a continuación incluirse en parafina en 
vista sagital y cortarse a 4 µm de espesor con un microtomo rotatorio (Microm HM325, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las membranas sinoviales fueron incluidas en parafina en 
vista transversal, quedando en un lado la capa íntima o interna a la cavidad articular y en el otro 
la capa más externa, y posteriormente fueron cortadas a 5 µm de espesor.  
 
Figura 4. Imagen representativa de una densitometría mediante DEXA de las tibias de conejo. El cuadro rojo 
representa la región de interés analizada para calcular la DMO en cada grupo. 
 
Los platos tibiales se utilizaron para medir la densidad mineral ósea (DMO) del hueso 
subcondral. Con este fin, las tibias se escanearon con un densitómetro periférico (GE-Lunar 
PIXImus versión de software 1.4) que utiliza tecnología de absorciometría de rayos X de energía 
dual (DEXA). Después se seleccionó manualmente una región de interés de 9mm x 3mm de la 
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parte central de la epífisis proximal del  hueso subcondral (cuadro rojo en Figura 4), y se calculó 
la DMO en esta región para ambas rodillas de todos los conejos (Roman-Blas et al., 2017) 
3.2.2 Estudio del hueso subcondral en un modelo de ratas diabéticas 
El estudio del hueso subcondral diabético lo realizamos en colaboración con el laboratorio del 
Dr. Pedro Esbrit, del IIS-FJD. Con el objetivo de analizar el efecto de la diabetes en el hueso 
subcondral, analizamos las tibias en un modelo de diabetes en rata. Brevemente, doce ratas de 
estirpe ‘Wistar’ macho fueron mantenidas en condiciones ambientales estándares y 
alimentadas ad-libitum. A seis de ellas se es indujo Diabetes Mellitus mediante una 
administración intraperitoneal, el día de su nacimiento, de estreptozotozina (100ug/g de peso 
corporal) disuelta en suero salino al 0,9% (Portha et al., 1979). A los cuatro días de esta 
administración, y de nuevo antes del sacrificio entre los 18 y los 20 meses de edad, se les realizó 
un TTG. Todas las ratas que habían sido tratadas con estreptozotocina mostraron unos niveles 
de glucosa por debajo de 2.5×10−2/min, así como niveles bajos de insulina, en comparación con 
las ratas sin tratar. Al sacrifico se les extrajeron las tibias y se conservaron en etanol hasta su 
análisis. Al final del estudio, todas las ratas tenían la misma edad y un peso comparable.  
Las tibias fueron analizadas con el instrumento de micro tomografía computarizada (μCT) GE 
eXplore Locus μCT (GE Healthcare, London, Canada). La adquisición de las imágenes se realizó a 
80kV y 450μA recogiendo 400 proyecciones en una rotación completa del soporte. Los datos 
fueron reconstruidos utilizando un algoritmo filtrado de retroproyección para una imagen final 
de una resolución de 93 μm en las tres dimensiones. Las imágenes reconstruidas del hueso 
subcondral se analizaron con el ‘MicroView’ software, version 2.2 con ‘Advanced Bone Analysis 
plus’ (GE Healthcare) 
Debido al carácter mixto del hueso subcondral, que incluye zonas de hueso trabecular y cortical, 
estudiamos exclusivamente la fracción de volumen que ocupa el hueso en el volumen total 
analizado (BVF, del inglés Bone Volume Fraction) de esta región. Decidimos no analizar más 
parámetros, diseñados para medir específicamente características de uno u otro tipo de hueso 
mencionados. 
Para calcular la BVF del hueso subcondral de las ratas se seleccionó manualmente una región de 
interés que abarcaba la parte central de la meseta interna de la epífisis proximal de la tibia. Se 
seleccionó un tamaño fijo para esta región de interés y se localizó en la misma posición para 
todos los huesos estudiados tal como indica la región amarilla en la Figura 5 
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Figura 5 Imagen representativa de las tibias de las ratas tomada mediante μCT. El cuadro amarillo representa en las 
tres dimensiones, la región de interés analizada para calcular la BVF en cada grupo. 
 
3.3 Estudios histopatológicos  
Tras desparafinar e hidratar las secciones de fémur de los animales, se tiñeron con azul 
Alcian/ácido peryódico de Schiff (PAS) para estudiar del cartílago articular. Las muestras fueron 
evaluadas de forma ciega mediante una versión modificada de la escala propuesta por Mankin 
ya usada por otros autores (Mankin et al., 1971; Tiraloche et al., 2005) para valorar cartílago 
artrósico de conejo. Esta versión analiza la tinción de la matriz (0 a 6), la celularidad (0 a 4), la 
formación de clonas (0 a 3) y la estructura del cartílago articular (0 a 8). Se omitió la puntuación 
parcial de la integridad de la línea limitante basófila o tidemark por no ser identificada en todos 
los casos. La puntuación global resultó de la suma de las valoraciones parciales de cada una de 
las variables analizadas, siendo la puntuación máxima de 21 puntos. Estos mismos cortes se 
utilizaron para evaluar la presencia de osteofitos que se definieron como como irregularidades 
en el borde de los huesos que pueden encontrarse rodeados de una estructura cartilaginosa 
que, a su vez, puede estar rodeada de una capa fibrosa. En la Figura 6Figura 6 se muestra un 
ejemplo. 
 La inflamación sinovial se evaluó de manera ciega en secciones teñidas con hematoxilina y 
eosina (H-E), previamente desparafinadas e hidratadas, según la escala de Krenn (Krenn et al., 
2002, 2006). Se valoró la hiperplasia de la capa íntima, la activación del estroma y el infiltrado 
inflamatorio del tejido mediante puntuación de 0 a 3, dónde 0 indicaba ausencia, 1 grado leve, 
2 intermedio y 3 fuerte. La puntuación total se obtuvo a partir de la suma de los grados parciales 
con una valoración máxima de 9. 
Adicionalmente, en otras secciones de sinovial se realizó la tinción tricrómica de Masson 
(HT15, Sigma-Aldrich, Inc, UK) para la identificación fibrosis y una mejor caracterización del 
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estroma sinovial. Esta tinción permite distinguir los colágenos presentes, que se tiñen en verde, 
de la fracción celular, que se tiñe en rojo. 
 
Todas las muestras fueron escaneadas con ‘Coreo Iscan Au scanner’ (Ventana Medical System, 
Tucson, AZ, USA). Durante adquisición de la imagen, la presencia de tinción se evaluó en 
magnificación 4×. A continuación, se utilizaron aumentos 10 o 20x, según las necesidades, para 
obtener imágenes representativas.  
 
3.4 Inmunohistoquímica  
Antes de la incubación con anticuerpos primarios, las secciones de tejido incluido en parafina se 
desparafinaron y se rehidrataron, se inhibió la peroxidasa endógena con una solución 1:1 de 
metanol y agua oxigenada 3%, y se aplicó la técnica de recuperación termoinducida de epítopos 
con citrato sódico 10 mM 0,05% Tween20 (MP Biomedicals, Strasbourg, Francia) a pH 6. 
Para la identificación de la fracción celular, en secciones de sinovial de los conejos se marcaron 
macrófagos usando anticuerpo primario monoclonal anti-RAM11  (1/100; Dako, Glostrup, 
Dinamarca), que se detectó con IgG biotinilada anti-ratón producido en cabra (1/100; 
Amersham, Arlington Heights, IL, USA) y se visualizó mediante revelado del complejo 
avidina/biotina unido a enzima peroxidasa (ABC) (VECTASTAIN Elite ABC Kit, Vector laboratorios, 
California, USA.), usando diaminobenzidina (DAB, Dako, Camarillo, CA, USA) cómo cromógeno. 
Los adipocitos vivos se identificaron con inmunotinción de perilipina-1 (PLIN-1) (1/200; Abcam, 
Cambridge, UK), detectado con IgG anti-cabra producido en burro (1/100; Amersham, Arlington 
Heights, IL, USA) y visualizado mediante método ABC con DAB.  
Finalmente, las preparaciones se contrastaron con hematoxilina, se montaron en medio DPX 
(VWR International, Bélgica) y se escanearon con ‘Coreo Iscan Au scanner’ para la posterior 
Figura 6. Imagen representativa de los osteofitos que presentan los conejos OA y OA-HFD con una tinción de 
azul alcian. Se puede observar una protuberancia en el borde del hueso rodeada de una matriz fibrosa y en azul 
una zona rica en proteoglicanos indicativo de la presencia de condrocitos correspondiente a una fase temprana 
de formación de osteofito. 
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cuantificación). Durante adquisición de la imagen, la presencia de tinción se evaluó en 
magnificación 4×. A continuación, se utilizaron aumentos 10 o 20x, según las necesidades, para 
obtener imágenes representativas.  
 
3.5 Cuantificación de macrófagos y adipocitos por análisis de imagen. 
El análisis de las imágenes se realizó con el software ImageJ de acceso libre (Schindelin et al., 
2012).  Para calcular el porcentaje de área ocupada por macrófagos se tomaron cinco fotos 
representativas de cada preparación teñida para RAM11 usando el dispositivo de obtención de 
microimágenes digitales Leica DMD108 (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA).  
Después se aisló el color marrón correspondiente al marcaje positivo de RAM11, usando un filtro 
del plug-in ‘color-deconvolution’ (Ruifrok and Johnston, 2001) y se fijó un mismo límite mínimo 
de intensidad del color para todas las muestras, se midió la cantidad de color por encima del 
límite y se calculó el porcentaje de área que ocupaba en la foto. Finalmente se hizo la media de 
las cinco fotos representativas para cada muestra.   
Para calcular el tamaño medio de los adipocitos en las muestras marcadas con perilipina-1, se 
aprovechó el hecho de que el contenido lipídico de los adipocitos se solubiliza con el xilol usado 
en el tratamiento de las muestras, por lo que aparecen como células vacías sin tinción, rodeadas 
de tinción marrón positiva para la perilipina-1 en las inmunohistoquimicas. 
Se tomaron cinco fotos representativas de cada preparación y se aplicó una máscara que detecta 
los bordes de los espacios en blanco de la imagen. Se creó una selección para cada una de ellas 
y se descartaron manualmente los espacios que no estaban rodeados de marcaje de PLIN-1. Así, 
se calculó el tamaño medio que tenían los adipocitos en unidades de área para cada muestra. 
También, se estudió el porcentaje de área que ocupaba la totalidad de los adipocitos. En este 
caso se midió el área total que ocupaban las membranas sinoviales en las preparaciones y se 
comparó con el área que ocupaban el marcaje positivo para PLIN-1 y los espacios en blanco que 
correspondían a los adipocitos, tal y como se ha descrito anteriormente. 
 
3.6 Cultivos de condrocitos en esferas de alginato 
Los cultivos de condrocitos se realizaron a partir de la digestión del cartílago que se obtuvo de 
pacientes. Dado el carácter parcheado del daño articular en la OA, se utilizaron al menos tres 
porciones diferentes procedentes del cóndilo femoral y del plato tibial de para evitar resultados 
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sesgados. El cartílago articular se diseccionó en un medio estéril y fue digerido secuencialmente 
con tripsina (Tripsyn-Versene (EDTA) 200 mg/L: Lonza, Walkersville, MD, U.S.A.) durante 15 
minutos y con colagenasa tipo IV (Collagenase type IV 1 g/L: Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 
5 horas. Las células aisladas se resuspendieron en medio DMEM con 1 g/L de glucosa (Dulbecco 
Modified Eagle´s Medium, Gibco, life technologies, Carlsbad, CA, USA) suplementado con un 
10% de suero de ternera fetal (STF) (Gibco Gibco, life technologies, Carlsbad, CA, USA) y 60 U/ml 
de penicilina, 60 µg/ml de estreptomicina. Después se sembraron en placas de 100x20 mm y se 
incubaron a 37⁰ C en una estufa humidificadora a un 5% de CO2.  Las células utilizadas en los 
experimentos constituían una población homogénea de células adheridas y con un fenotipo 
característico de condrocitos.   
Una vez alcanzada la confluencia los condrocitos se levantaron y se cultivaron en tres 
dimensiones en esferas de alginato para poder extender los tiempos de experimento y 
mimetizar mejor las condiciones de estas células in-vivo.Para ello, cuando los cultivos celulares 
alcanzaron la confluencia después del primer pase, se lavaron con suero salino y se incubaron 5 
min con tripsina a 37⁰C tras lo cual, se paró la reacción con medio DMEM con 10% de SFT. Con 
ayuda de un rascador se levantaron las células de la placa y se contaron en una cámara 
‘Neubauer'. Se recogieron las células mediante centrifugación y se resuspendieron en una 
solución de alginato (20mM HEPES, 150mM NaCl y 1,2% Ácido Algínico) a pH 7,4 a razón de 
cuatro millones de células por mililitro. Las células en suspensión se recogieron con la ayuda de 
una jeringa de un mililitro y se hicieron caer gota a gota a través de aguja a una solución de 
cloruro de calcio (102mM CaCl2 y 10mM HEPES) a pH 7,4. Se dejaron polimerizar durante diez 
minutos en agitación y posteriormente se realizaron 3 lavados con suero salino. Finalmente se 
depositaron diez esferas por pocillo en placas de 6 pocillos con tres mililitros de medio DMEM 
de 1g/L glucosa con 60 U/ml de penicilina, 60 µg/ml de estreptomicina, Isulina-Transferrina-
Selenito (ITS) (Sigma, St. Louis, MO, USA) al 1%, 50ug/mL de ácido ascórbico (Sigma, St. Louis, 
MO, USA) y L-prolina 2mM (Sigma, St. Louis, MO, USA). Antes de iniciar los experimentos, se 
dejaron dos días con el medio basal ya mencionado para que las células se adaptaran a la nueva 
condición. Tras este periodo las esferas se expusieron a una concentración de 30mM de glucosa, 
añadiendo glucosa 24,5 mM al medio de cultivo que contiene 5,4mM, para realizar un estudio 
de tiempo-respuesta. Una vez seleccionados los 11 días como tiempo óptimo se estimularon las 
células con 30 mM glucosa, 24,5 mM manitol (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 µM thiamet-G (Thi) 
(donado por la Dra. Natasha E. Zachara, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, 
MD, USA).)  6-diazo-5-oxo-l-norleucina (DON; Sigma, Saint Louis, MO, USA) a una dosis de 10-5 
M. Se cambiaron el medio y los estímulos dos veces por semana durante once días, tras lo cual 
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se disolvieron las esferas con solución de citrato (55mM citrato de sodio y 150mM NaCl) y se 
obtuvo un pellet de células mediante centrifugación. Las células se guardaron a -80⁰ C hasta su 
utilización. 
 
3.7 Extracción de proteína y cuantificación  
Las muestras de cartílago articular de humanos y de conejos y las membranas sinoviales de los 
conejos, se pulverizaron mediante homogeneización mecánica en una cámara enfriada 
previamente con nitrógeno líquido. El homogeneizado se resuspendió en un tampón de lisis frío 
(15mM HEPES pH 7,3, 10% glicerol, 0,5% Nonidet P-40, 250mM NaCl, 1mM EDTA) que incluía 
inhibidores de proteasas específicos Phenil-metilsulfonil-fluoride (PMSF) 0,1M, cóctel de 
inhibidores de proteasas comercial (CIP; Materiales y métodos 34 Sigma, St. Louis, MO, USA) y 
thi 1µl/ml. 
Las proteínas totales de las células en cultivo se extrajeron, tras el lavado con PBS 1M, aplicando 
directamente sobre las células el tampón de lisis frío especificado anteriormente. En ambos 
casos, el tampón se dejó actuar durante 15 minutos a 4⁰C y se centrifugaron las muestras a 
12000 r.p.m., 15 minutos a 4⁰C. 
 
3.8 Estudios de síntesis de proteínas 
Los estudios de síntesis proteica se realizaron mediante la técnica de Western Blot empleando 
veinte microgramos de proteína total de cada una de las muestras de extractos de tejido y 
cultivos celulares. Estas proteínas fueron cargadas en geles SDS-poliacrilamida a una 
concentración adecuada en función del peso molecular estimado de la proteína a estudia, y 
separadas mediante electroforesis. Las proteínas se transfirieron de los geles a membranas de 
nitrocelulosa, (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), que fueron bloqueadas con leche desnatada al 3% 
en solución salina tamponada con Tris (TBS del inglés Tris-buffered saline) con Tween20 al 0,5% 
a temperatura ambiente, durante una hora, y después incubada O.N. a 4 ⁰C con anticuerpos anti 
RL2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) que detecta la modificación O-Glc-Nac de las 
proteinas, COL-1 (Chemicon, Merck Chemicals and Life Science GesmbH Darmstadt, Alemania) 
y PLIN-1 diluidos en albumina sérica bobina al 3% en TBS con Tween20 al 0,5%.  
A continuación, la unión del anticuerpo se visualizó por quimioluminiscencia utilizando el 
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y el kit ECL (Amersham 
Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Las bandas se cuantificaron por densitometría y los resultados 
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se expresaron como unidades arbitrarias utilizando el software Quantity One (Version 4.6.3). 
Para la cuantificación de proteínas O-GlcNAc, se densitometró el carril completo de cada 
muestra.  
Para el control de carga, las proteínas se tiñeron en los geles de acrilamida con el reactivo 
EZBlue™ (Sigma, St. Louis, MO, USA), se densitómetro la parte central del carril correspondiente 
a cada muestra. Los valores obtenidos se utilizaron para normalizar los valores de densitometría 
obtenidos para cada proteína y muestra. Finalmente se representaron los resultados en 
unidades arbitrarias. 
 
3.9 Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 
Para determinar de forma cuantitativa la inflamación sistémica los conejos se estudió la 
presencia de proteína-C-reactiva (PCR) en plasma mediante un kit específico para ELISA (Abcam, 
Cambridge, Reino Unido). Esta misma técnica se utilizó para la cuantificación de proteica de 
leptina (SEA084, Cloud-Clone corp., USA) y adiponectina (SEA605 Cloud-Clone corp., USA.) sérica 
y de la membrana sinovial de los conejos siguiendo, en todos los casos, las instrucciones del 
proveedor. 
 
3.10 Estudios de expresión génica  
Para los estudios de expresión génica, se obtuvo el ARN total usando el reactivo TriPure Isolation 
Reagent (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) para las células cultivadas en monocapa y los 
tejidos homogeneizados, y el kit ‘Nucleo Spin’ de extracción de ARN en columnas (Machery-
Nagel, Duren, Alemania) para los cultivos en esferas de alginato. 
El ARN obtenido, se cuantifico con el sistema NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) y un microgramo de ARN se retrotranscribió usando el kit High Capacity cDNA (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA), siguiendo las instrucciones del manual.  
La expresión de ARN se cuantificó por PCR a tiempo real (qPCR) usando el sistema Step One Plus 
Detection system (Applied Biosystems). Los oligonucleótidos específicos marcados con sonda 
fluorescente en el extremo 5´, fueron comprados a Applied Biosystems.  
Para los estudios en conejos se utilizaron las sondas TaqMan para iNOS (Oc04096740_g1), TNF 
(Oc03397715_m1,) TGFβ1 (Oc04176122_u1), MMP1 (Oc04250657_m1), MMP3 
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(Oc0397715_m1), BMP2 (Oc03824113_s1) y sondas hechas bajo demanda para IL1β, COX2 y 
MCP1. Como control endógeno se utilizó GAPDH (Oc03823402_g1).  
Para los estudios en humanos se utilizaron las sondas TaqMan para COL10 (Hs00166657_m1), 
MMP13 (Hs00233992_m1), ALP (Hs01029144_m1), RUNX2 (Hs00231692_m1), ADAMTS5 
(Hs00199841_m1), BGLAP (Hs01587814_g1), IHH (Hs01081801_m1), OPG (Hs00900358_m1) y 
RANK-L (Hs00243522_m1). Como control endógeno se usó la sonda HPRT.  
Para la detección de COL2, AGG se utilizó el sistema Step One Plus Detection system para la 
detección de Syber Green. Como control endógeno se usó la expresión mediante este mismo 
sistema de GAPDH. Para ello se diseñaron cebadores hechos a demanda que se muestran en la  
Tabla 1. 
Sonda Forward 5’3’ Reverse 5’3’ 
COL2 GAAGAGTGGAGACTACTGG CAATGTGTTTCTTCTCCTT 
AGG CACCCCATGCAATTTGAG AGATCATCACCACACAGTC 
GAPDH ACAGTTGCCATGTAGACC TTTTTGGTTGAGCACAGG 
 
Tabla 1 cebadores hechos a demanda para la detección de COL2, AGG y GAPDH mediante qPCR con Syber Green 
 
La expresión de mARN de los genes de interés fue normalizada por el mARN del control 
endógeno en cada muestra. Los valores experimentales para cada gen fueron después 
normalizados por el valor de referencia, al que se le dio el valor 1.  
 
3.11 Análisis estadístico.  
Todos los resultados se representaron gráficamente y se analizaron utilizando la versión 5.0 del 
programa GraphPad Prism para Windows, (GraphPad San Diego California USA). Los resultados 
se representaron como la media ± error estándar de la media (S.E.M.) y se analizaron utilizando 
el test no paramétrico de Mann-Whitney o ANOVA de dos vías. La hipótesis nula se rechazó en 
cada análisis estadístico cuando el valor de p era mayor a 0,05. Las correlaciones entre los grupos 
se identificaron mediante el coeficiente de correlación de Pearson. 
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Las importantes asociaciones observadas entre la OA y la desregulación lipídica o glucémica 
ponen de manifiesto la profunda influencia que ejercen distintos aspectos metabólicos el 
desarrollo de la patología. La constatación de estas asociaciones ha llevado, a que, en los últimos 
años, se haya intensificado la investigación en el área. A pesar de ello, no se conocen bien los 
mecanismos por los cuales estos factores metabólicos agravan la OA. En esta tesis hemos 
querido profundizar en los aspectos de la OA que se ven influenciados por un incremento en la 
concentración circulante de glucosa y de lípidos, estudiando los posibles mecanismos 
moleculares que explicarían un agravamiento de la OA asociado a estas alteraciones.  
 
4.1 Estudio de la de la hiperglucemia como inductor de la diferenciación 
hipertrófica de condrocitos. Papel de la modificación de proteínas por O-
GlcNAc en este proceso. 
 
En sujetos hiperglucémicos, las concentraciones de glucosa del líquido sinovial se encuentran 
igualmente elevadas, lo que podría afectar de manera negativa a los tejidos que  componen la 
articulación (Mobasheri et al., 2002). De hecho, varios artículos publicados (Mobasheri, 2012; 
Rosa et al., 2009) concluyen que la exposición del cartílago articular a altas concentraciones de 
glucosa es perjudicial.  
Una de las modificaciones que se produce, en distintos tipos celulares, como consecuencia de 
un incremento en la concentración de glucosa del medio, es un aumento de la O-GlcNAc de 
proteínas (Lunde et al., 2012; Slawson et al., 2010). Esto también se observa en el cartílago de 
pacientes con OA, caracterizado por la re-expresión de marcadores de hipertrofia (MH) 
condrocitaria, en el que se produce una acumulación de proteínas O-GlcNAciladas, en 
comparación con el cartílago de sujetos sanos. Además, nuestro grupo ha demostrado  que la 
O-GlcNAc proteica tiene una función esencial en la inducción de hipertrofia de una línea celular 
de pre-condrocitos (Andrés-Bergós et al., 2012).  
Dado que la diabetes parece asociarse a una evolución más rápida de la OA, nuestro primer 
objetivo fue estudiar si la concentración elevada de glucosa, a la que están expuestos los 
condrocitos de pacientes diabéticos, podría inducir la expresión de MH en estas células. 
Asimismo, quisimos estudiar si el incremento en la O-GlcNAcilación proteica era el mecanismo 
por el que esto se producía.    
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4.1.1 Estudio de marcadores de hipertrofia en cartílago de pacientes artrósicos con 
hiperglucemia  
Los pacientes diabéticos han demostrado tener una elevación de proteínas O-GlcNAc y debido 
a la relevancia de estas proteínas en el desarrollo de hipertrofia condrocitaria quisimos 
investigar si pacientes artrósicos que son, además, diabéticos muestran un incremento en la 
expresión de MH respecto a los pacientes OA sin alteraciones en el metabolismo de la glucosa. 
Con este fin, seleccionamos una cohorte de pacientes artrósicos en la que estudiamos tanto 
pacientes sin alteraciones metabólicas (OA) como pacientes con alteraciones en el metabolismo 
de la glucosa (Diab). Incluimos en el grupo Diab tanto pacientes diagnosticados como diabéticos 
tipo II antes de la cirugía de reemplazo articular, como pacientes que, en el momento de la 
cirugía, tenían valores elevados de glucosa basal circulante, y valores altos de hemoglobina 
glicada (indicativa de una hiperglucemia sostenida en el tiempo). Los sujetos con 
hipercolesterolemia se excluyeron del estudio.  
 
Figura 7. Expresión génica de MH (A) COL10, (B) MMP13, (C) ALP, (D) ADAMTS5 y (E) BGLAP en el cartílago de 
pacientes OA y Diab. Los resultados de 8 pacientes Diab respecto a 5 pacientes OA, están expresados como la media 
del incremento inducido ± S.E.M.  
 
Para llevar a cabo el estudio, medimos en el cartílago de los pacientes la expresión de los genes 
MH COL10, MMP13, ALP, ADAMTS5 y BGLAP (Figura 7). Todos los marcadores, con excepción 
de BGLAP, mostraron una tendencia a estar elevados en el grupo de pacientes Diab respecto a 
los controles que sólo tenían OA.  
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Por otro lado, se midieron los genes COL2 y AGG (Figura 8), ambos marcadores de cartílago sano. 
A diferencia de los MH, estos mostraron una tendencia reducir su expresión en el grupo Diab 
respecto al grupo OA.  
 
Figura 8. Expresión génica de genes marcadores de cartílago sano (A) COL2 y (B) AGG en el cartílago de pacientes 
OA y Diab. Los resultados de 8 pacientes Diab rspecto a 5 pacientes OA, están expresados como la media del 
incremento inducido ± S.E.M. 
 
Sin embargo, dada la alta variabilidad encontrada entre pacientes, y el reducido número de 
muestras de nuestro estudio, las diferencias que encontramos no alcanzaron valores 
estadísticamente significativos. Para confirmar nuestros datos y obtener resultados 
estadísticamente significativos, sería necesario estudiar una cohorte más amplia a lo largo del 
tiempo. De esta manera confirmaríamos si el cartílago de los pacientes diabéticos presenta una 
degradación más rápida o un peor pronóstico asociado a la hipertrofia condrocitaria.  
4.1.2 Efecto de elevadas concentraciones de glucosa in-vitro en condrocitos cultivados 
en esferas 
En este trabajo quisimos estudiar si la hiperglucemia, podría provocar un aumento en la 
expresión de MH en el cartílago de pacientes artrósicos mediante el desarrollo de un sistema de 
experimentación in-vitro utilizando cultivos de condrocitos procedentes de pacientes artrósicos. 
 Los sistemas tradicionales de cultivo de condrocitos en monocapa han demostrado no ser 
adecuados para realizar experimentos extensos en el tiempo, ya que tienden a desdiferenciarse, 
perdiendo la expresión de marcadores condrocitarios como COL2, y a mostrar un fenotipo que 
recuerda a los fibroblastos, caracterizado por la expresión de COL1 (Filip et al., 2015). Por esta 
razón, los cultivos se llevaron a cabo en esferas de alginato, permitiendo un cultivo de los 
condrocitos en tres dimensiones. Los condrocitos cultivados en tres dimensiones tienen un 
fenotipo más estable y una estructura circular similar al estado fisiológico de los condrocitos en 
el cartílago (Lin et al., 2009). Además, esta técnica permite realizar experimentos más largos en 
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el tiempo, incluso en ausencia de SFT, sin que la viabilidad de los condrocitos se vea afectada 
(Binette et al., 1998). Sin embargo, al igual que en el cartílago los condrocitos cultivados en 
esferas no se dividen, por lo que se requiere un número muy importante de condrocitos iniciales 
limitando así el tamaño muestral.  
 
4.1.2.1 Optimización del medio de cultivo para la observación de marcadores de hipertrofia en 
condrocitos artrósicos en 3D 
Para establecer el medio basal más adecuado, estudiamos la expresión génica de tres de los MH 
más comunes COL10, MMP13 y ALP  en cuatro medios que contenían diferentes 
concentraciones de SFT, que ha sido descrito como un inductor de hipertrofia, o ITS que ayuda 
a la estabilidad fenotípica de los condrocitos (Binette et al., 1998; Pesesse et al., 2013; Zhang et 
al., 2009). Los diferentes medios de cultivo utilizados fueron:   
• medio con SFT al 2%,  
• medio con 1% de ITS,  
• medio con 2% de SFT y 1% de ITS  
• medio con un 10% de SFT  
Los resultados mostraron que ninguno de estos medios altera significativamente la expresión 
génica de COL10, ALP ni MMP13, mientras que el medio con 10% SFT pareció inducir la expresión 
de algunos de estos genes (Figura 9). Seleccionamos el medio con 1% de ITS favoreciendo así la 
observación de cambios en los condrocitos en cultivo. 
 
Figura 9. Expresión génica de marcadores de hipertrofia (A) COL10, (B) ALP y (C) MMP13 en condrocitos cultivados 
en esferas. Las células fueron tratadas con medios a los que se les añadió un 2% de SFT, un 10% de SFT, un 1% de 
ITS o 2% de SFT y 1%  de ITS durante 11 días. Los resultados de 3 experimentos independientes, están expresados 
como la media del incremento inducido ± S.E.M. respecto al grupo con 2% de SFT. 
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4.1.2.2 Expresión de genes de hipertrofia en cultivos expuestos a alta concentración de glucosa. 
Con el objetivo de estudiar si una elevada concentración de glucosa modula la expresión de 
genes MH condrocitaria se cultivaron en paralelo condrocitos humanos artrósicos embebidos 
en esferas de alginato en una concentración normal de glucosa (4,5mM) (Basal) y condrocitos 
en alta concentración de glucosa (30mM) (HG).  
Esta dosis de glucosa fue seleccionada para este trabajo, debido a que es una concentración que 
se ha utilizado habitualmente en diferentes trabajos que investigan los efectos de la 
hiperglucemia. De hecho, los pacientes diabéticos con una enfermedad mal controlada, en los 
que se han descrito alteraciones óseas, han mostrado concentraciones de glucosa circulante 
cercanas a este valor (García-Hernández et al., 2012; Rosa et al., 2009). 
Estudiamos la expresión génica en los cultivos 4, 8, 11, 14 y 18 días tras empezar el estímulo con 
glucosa (Figura 10).  
Pudimos observar que todos los genes MH, excepto MMP13 y RUNX2, tendían a incrementar su 
expresión con el tiempo independientemente del medio de cultivo utilizado, probablemente 
debido a la tendencia a la hipertrofia de los condrocitos artrósicos. Sin embargo, los cultivos de 
condrocitos en HG mostraban una expresión significativamente mayor de COL10, MMP13, ALP, 
ADAMTS5 e IHH que los cultivados en concentraciones de glucosa normal (Figura 10). Esto indica 
que, la elevada concentración de glucosa es capaz de incrementar la expresión de genes 
asociados con la diferenciación hipertrófica de los condrocitos artrósicos cultivados en 3D, en 
esferas de alginato, en comparación con los cultivados en una concentración normal de glucosa. 
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Figura 10. Expresión génica los MH (A) COL10, (B) MMP13, (C) ALP, (D) RUNX2, (E) ADAMTS5, (F) IHH y (G) BGLAP en 
condrocitos cultivados en esferas. Las células fueron tratadas con HG durante 4, 8, 11, 14 o 18 días. Los resultados 
de al menos 4 experimentos independientes, están expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M. 
respecto al Basal del día 4. La significación está calculada con un test ANOVA de dos vías. 
RESULTADOS 
Página | 43  
 
 
 
4.1.3 El papel de la O-GlcNAc proteica en la hipertrofia condrocitaria inducida por 
glucosa 
Nuestra hipótesis es que la O-GlcNAc proteica podría ser el vínculo patogénico entre la OA y la 
diabetes, puesto que un HG es capaz de inducir un incremento en la cantidad de proteínas O-
GlcNAciladas en varias estirpes celulares. Y como se ha mencionado previamente, nuestro 
laboratorio describió que la O-GlcNAc proteica es necesaria y suficiente para la expresión de 
genes MH condrocitaria, en una línea de pre-condrocitos in-vitro (Andrés-Bergós et al., 2012). 
Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar si el incremento que observamos en la 
expresión de MH inducido por HG, era mediado por un incremento de proteínas O-GlcNAciladas.  
Con este propósito, estudiamos si en los condrocitos cultivados en 3D, en HG incrementaba la 
O-GlcNAc proteica. Nuestros resultados mostraron que al menos hasta el día 11, en las células 
cultivadas en HG existía un incremento significativo de proteínas O-GlcNAciladas respecto a las 
células control (Figura 11). 
Además, quisimos comprobar si la modulación de la O-GlcNAc proteica afectaba a la expresión 
de MH.  
Para ello, durante 11 días, conjuntamente con las células control cultivadas con una 
concentración normal de glucosa, y las cultivadas en medio HG, los condrocitos en esferas se 
trataron con DON, un inhibidor de la O-GlcNAc proteica que actúa como agonista de la GFAT 
(enzima limitante en la ruta de las hexosaminas) en HG (DON-HG). Paralelamente indujimos una 
acumulación de proteínas O-GlcNAc en una concentración normal de glucosa utilizando 
Thiamet-G (Thi), un inhibidor del enzima OGA responsable de eliminar el residuo O-GlcNAc de 
las proteínas. También utilizamos manitol (Mn) para tratar un grupo de células, como control 
del aumento de osmolaridad que produce la glucosa y tratamos con DON células cultivadas en 
condiciones de glucosa normal (DON) como control del efecto de esta molécula. 
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Figura 11. Estudio mediante Western Blot que muestra los niveles de proteínas O-GlcNAc condrocitos cultivados en 
esferas en condiciones Basal y HG en el tiempo. (A) WB representativo y gel con tinción EZ-Blue para el control de 
carga. (B) Análisis densitométrico. Los resultados de al menos 4 experimentos independientes,  están representados 
como la media del incremento ± S.E.M de proteínas O-GlcNAc  del grupo HG respecto al Basal del correspondiente 
tiempo experimental al que se le adjudico el valor 1. *: p<0,05 vs. Basal 
 
Mediante estudios de WB testamos la eficacia de los compuestos DON y Thi.  Comprobamos que 
DON reducía considerablemente la cantidad de proteínas O-GlcNAc. De la misma forma, la 
presencia de Thi en el medio, fue capaz de incrementar la cantidad de proteínas con esta 
modificación postraduccional (Figura 12).  
Tras 11 días en cultivo 3D, los condrocitos HG tenían una expresión significativamente mayor de 
los distintos MH, que las células control cultivadas con una concentración normal de glucosa, 
con la única excepción de ADAMTS5 (Figura 13). 
Cuando tratamos las células con el inhibidor de O-GlcNAc DON, en un medio HG, COL1, MMP13, 
RUNX2, AAMTS5 y BGLAP mostraron una reducción significativa en su expresión con respecto al 
grupo HG. Es decir, el inhibir la formación de proteínas O-GlcNAc revertía el efecto de la HG 
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(Figura 13). Tambien se observaron cambios significativos, en la expresión de los MH  MMP13, 
RUNX2 y ADAMTS5 cuando se inhibía la O-GlcNAc en los condrocitos cultivados en 3D durante 
11 días en concentración normal de glucosa en presencia de DON respecto al grupo control 
cultivado con una concentración normal de glucosa. 
Las células que acumularon proteínas O-GlcNAciladas como consecuencia del Thi no mostraron 
una mayor inducción de MH que los controles. Por tanto, la acumulación de proteínas O-GlcNAc 
no reprodujo el efecto de la HG (Figura 13).  
 
 
Figura 12. Estudio mediante Western Blot que muestra los niveles de proteínas O-GlcNAc condrocitos cultivados en 
esferas en condiciones de glucosa basal, un inhibidor (DON) y un acumulador de la O-GlcNAc (Thi). (A) WB 
representativo y gel con tinción EZ-Blue para el control de carga. 
 
Los condrocitos cultivados en 3D durante 11 días en el medio Mn no modificaron 
significativamente la expresión génica de MH, descartando un posible papel del incremento de 
osmolaridad en el medio.  
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Figura 13. Expresión génica de MH A) COL10, (B) MMP13, (C) ALP, (D) RUNX2, (E) ADAMTS5, (F) IHH y (G) BGLAP en 
condrocitos cultivados en esferas. Las células fueron tratadas Las células fueron tratadas con HG, el inhibidor de O-
GlcNAC, en condiciones de HG (DON-HG) o de glucosa normal (DON), del inductor de O-GlcNAc (Thi), y Mn durante 
11 días. Los resultados de al menos 4 experimentos independientes, están expresados como la media del 
incremento inducido ± S.E.M. respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Basal; #: p<0,05 vs. HG 
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4.1.4 Efecto de la concentración elevada de glucosa sobre el hueso subcondral y sobre 
la expresión de marcadores de remodelado óseo en condrocitos artrósicos 
Durante la OA además de la una sobreexpresión de MH en el cartílago hialino, se producen 
cambios en el del hueso subcondral que ve incrementado su remodelado  hasta en veinte veces 
con respecto al hueso normal (Huebner et al., 2014). En este proceso, la regulación de las células 
implicadas mediante el ratio de las proteínas OPG/RANK-L juega un papel central ya que cuando 
el ratio desciende se produce un incremento del remodelado óseo (Kearns et al., 2008) con un 
resultado neto de pérdida ósea.  
Nuestro laboratorio comprobó que RANK-L puede difundir del cartílago al hueso subcondral, 
donde podría modificar la resorción ósea (Martínez-Calatrava et al., 2012; Moreno-Rubio et al., 
2010). En este trabajo quisimos comprobar si la HG modifica la presencia de estos marcadores 
de remodelado en condrocitos artrósicos en cultivo. 
4.1.4.1 Disminución del ratio OPG/RANK-L in-vitro en respuesta a elevadas concentraciones de 
glucosa 
Estudiamos la expresión génica de OPG y RANK-L en los cultivos de condrocitos 3D en esferas de 
alginato sometidos a medio Basal y HG, así como a las moléculas modificadoras de la O-GlcNAc, 
DON y Thi durante 11 días (Figura 14). Tanto la expresión génica de OPG como de RANK-L estuvo 
significativamente incrementada en condrocitos HG respecto a las cultivadas en medio Basal. 
Sin embargo, el aumento de la expresión génica de RANK-L en los condrocitos fue mayor que el 
de OPG. Como consecuencia, el ratio OPG/RANK-L fue significativamente menor en el grupo HG 
que en el Basal, lo cual, es indicativo de una mayor resorción ósea. 
El papel de las proteínas O-GlcNAc también demostró ser relevante. La presencia del inhibidor 
de O-GlcNAc DON fue capaz de prevenir el incremento en la expresión tanto de OPG como de 
RANK-L inducido por una elevada concentración de glucosa. Además, en condrocitos cultivados 
con una concentración normal de glucosa, una acumulación de proteínas O-GlcNAciladas 
provocada por Thi fue capaz de incrementar de forma significativa la expresión de RANK-L, 
aunque este, fue de menor grado que la glucosa. 
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Figura 14. Expresión génica de (A) RANK-L, (B) OPG y (C) su ratio en condrocitos cultivados en esferas. Las células 
fueron tratadas con HG, el inhibidor de O-GlcNAC, en condiciones de HG (DON-HG), y  del iductor de O-GlcNAc (Thi) 
durante 11 días. Los resultados de al menos 4 experimentos independientes, están expresados como la media del 
incremento inducido ± S.E.M. respecto al control. *: p<0,05 vs. Basal; #: p<0,05 vs. HG. 
 
4.1.4.2 Cuantificación de factores estructurales del hueso subcondral mediante µCT 
Para fortalecer la hipótesis de que la hiperglucemia podría estar afectando a la tasa de 
remodelado óseo en el hueso subcondral como sugerían los resultados anteriores, establecimos 
una colaboración con el laboratorio de Metabolismo Óseo del IIS-FJD dirigido por el Dr. Pedro 
Esbrit.  
De esta forma, obtuvimos las tibias de ratas diabéticas procedentes de un modelo animal 
desarrollado en su laboratorio (Ardura et al., 2016). Los animales diabéticos, con una edad entre 
18 y 20 meses, mostraban una constante de desaparición de la glucosa por debajo de 
2.5×10−2/min y niveles bajos de insulina. A su vez, analizamos las tibias de ratas control sanas de 
la misma edad y un peso comparable. En estas muestras estudiamos mediante una técnica 
radiográfica que utiliza un ordenador para crear imágenes en 3D en alta resolución, µCT, la 
fracción de volumen ocupado por hueso en un volumen total seleccionado del hueso subcondral 
(BVF, del inglés Bone Volume Fraction) tal y como se detalla en materiales y métodos.  
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Los resultados obtenidos indicaban que BVF del hueso subcondral en las ratas diabéticas era 
significativamente menor que en las ratas control lo cual es congruente con un incremento de 
la tasa de remodelado óseo.  
 
Figura 15. Análisis del porcentaje del VBF en un área seleccionada del hueso subcondral en ratas control y diabéticas 
medida por μCT. La grafica muestra el BVF medio ± S.E.M. de 6 ratas con diabetes frente a 6 ratas control. *: p<0,05 
vs. Control. 
 
4.2 Influencia del incremento en la concentración de lípidos circulantes sobre la 
evolución de la OA en un modelo experimental en conejos 
Además de las patologías relacionadas con el metabolismo de la glucosa, las alteraciones en el 
metabolismo lipídico también han sido asociadas con el riesgo de sufrir OA. De hecho, la 
asociación que existe entre la obesidad y la OA fue descrita hace más de 150 años. Sin embargo, 
distintos trabajos publicados en los últimos años apuntan a que el aumento de carga mecánica 
que sufren las personas obesas, no es el único factor responsable de que estos pacientes tengan 
mayor riesgo de sufrir OA  (Richter et al., 2015). Como se ha mencionado, el tejido adiposo actúa 
como un órgano endocrino, y los factores liberados como las adipoquinas, podrían tener una 
gran influencia sobre la articulación (Gómez et al., 2011).  
La obesidad está también estrechamente relacionada con la hipercolesterolemia. Sin embargo, 
existen pocos estudios que distingan cuál es el papel concreto de cada uno de estos factores en 
la aparición y la evolución de la OA.  
En nuestro laboratorio, hemos desarrollado un modelo de OA en conejos que tienen un 
incremento en la concentración de lípidos circulante debido a la ingesta de una dieta rica en 
colesterol, y que no presentan obesidad, ni otras alteraciones que se han asociado a la 
dislipemia, como alteraciones en el manejo de la glucosa, o hipertensión. 
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4.2.1 Caracterización metabólica del modelo 
El modelo animal se llevó a cabo de acuerdo con los métodos descritos en el apartado anterior. 
Antes del sacrificio, extrajimos sangre de todos los animales para analizar su perfil bioquímico.  
La dieta rica en lípidos incremento significativamente tanto el colesterol total como los 
triglicéridos séricos de los grupos HFD y OA-HFD, ambos con respecto al grupo control. Sin 
embargo, las HDL no se vieron alteradas por la ingesta de esta dieta (Tabla 2).  
 
La dieta rica en lípidos no indujo una mayor ganancia de peso corporal ni en los conejos HFD, ni 
los OA-HFD. De hecho, al final del estudio, todos los grupos mostraron una menor ganancia de 
peso respecto a los conejos control (Tabla 2). 
Con el fin de determinar si la ingesta de esta dieta inducía en los animales alguna alteración en 
el manejo de la glucosa, analizamos los valores de glucosa en ayunas de los animales y 
realizamos un TTG. Como se observa en la Tabla 2, no encontramos diferencias significativas en 
estos parámetros en el momento del sacrificio entre los diferentes grupos de estudio, indicando 
que ni la dieta rica en grasas, ni la OA, ni la combinación de ambos factores alteró de forma 
significativa el metabolismo de la glucosa en nuestros animales. 
Tampoco hallamos diferencias en la tensión arterial que presentaban los distintos grupos a lo 
largo del estudio (Tabla 2).  
Analizamos igualmente la concentración de proteína C reactiva (PCR) en el suero, con el fin de 
determinar si esta dieta rica en lípidos incrementaba la inflamación sistémica en los conejos, Ni 
Grupo Colesterol (mg/dL) 
Triglicéridos 
(mg/dL) 
HDL 
(mg/dL) 
Ganancia 
de peso 
(kg) 
Glucosa 
basal 
(mg/dL) 
TTG       
(ABC) 
Tensión 
arterial 
(mmHg) 
PCR 
(ug/mL) 
Control, 32,2 48 11,1 1,9 108,8 18,7 99,9 16 
(n=10) (8,9-55,5) (31,7-64,3) (8,6-13,6) (1,7-2) (101,5-116,1) (16,1-21,2) (93,2-106,5) (8,2-23,7) 
HFD, 1876* 253* 12,5 1,45* 105,2 21,2 103,2 39,1 
(n=6) (1139-2613) (4-502) (6,9-18,1) (1,2-1,8) (98,4-112) (16,6-25,7) (87,3-119) (1-77,3) 
OA, 28,3 67,3 13,8 1,51* 104,6 19,4 107,6 6,9 
(n=9) (18,2-38,4) (39,7-95) (10,2-17,3) (1,2-1,8) (94,4-114,8) (16,3-22,5) (95,8-119,4) (3,7-10) 
OA-HFD,  2050* 290* 15,6 0,7* 104,3 18,2 106,2 18,1 
(n=8) (1587-2514) (99-480) (11,0-20,3) (-0,2-1,6) (98,1-110,6) (16,3-20,1) (95,9-116,5) (5,5-30,7) 
Tabla 2. Caracterización del modelo de conejo Los valores representan la media con intervalo de confianza del 95% ; 
* p <0,05 frente al control. 
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el grupo HFD ni el grupo OA-HFD mostraron un incremento significativo de PCR (Tabla 2), 
probablemente debido al pequeño tamaño muestral del que disponemos, ya que, cuando 
comparamos todos los conejos alimentados con dieta rica en lípidos (OA-HFD y HFD)  con los 
alimentados con dieta estándar (OA y controles), pudimos observar que los niveles de PCR de 
los primeros eran significativamente más altos que los de los segundos (p=0,033)  
4.2.2 Efecto de la hiperlipidemia sobre la alteración del cartílago articular artrósico 
Para evaluar si la hipercolesterolemia causaba algún impacto en la gravedad de las lesiones en 
el cartílago durante la OA inducida en los conejos, se utilizó la escala de evaluación del daño 
histológico en el cartílago conocida como escala de Mankin (Prieto-Potín et al., 2013). Para ello 
se evalúa la perdida de condrocitos, los cambios estructurales, la formación de clonas y la 
presencia de proteoglicanos, en secciones de cartílago articular de los animales.  
El grupo HFD no mostro diferencias significativas en ninguno de estos parámetros con respecto 
al grupo control. Los conejos de los grupos OA y OA-HFD obtuvieron un daño histológico 
significativamente mayor que el grupo control, ya que presentaban una mayor pérdida de 
condrocitos, una estructura menos homogénea, con presencia de clonas y una importante 
pérdida de proteoglicanos, que se refleja en una menor tinción. Sin embargo, no observamos un 
mayor daño histológico en el cartílago de los animales OA-HFD respecto a los OA (Figura 16). 
Aunque la hipercolesterolemia no incrementó la gravedad de las lesiones del cartílago, quisimos 
comprobar si existían diferencias en las propiedades del cartílago a nivel molecular.  
Con ese fin, analizamos la expresión génica de distintos mediadores proinflamatorios en el 
cartílago de los animales (Figura 17).  
Evidenciamos que, el grupo HFD presentaba un incremento significativo de la expresión génica 
de TNF respecto al grupo control. En los conejos OA también pudimos observar un incremento 
en la expresión de TNF, respecto al grupo control, así como de la expresión génica de IL6 y MCP1. 
En los conejos OA-HFD, la expresión génica de TNF, IL6, MCP1 e iNOS estaba incrementada 
respecto al grupo control. Además, también observamos un incremento superior en la expresión 
de TNF en los conejos OA-HFD respecto al grupo OA, (Figura 17).  
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Figura 16. Histopatología del cartílago articular de la cabeza del fémur de los conejos los grupos Control, HFD, OA y 
OA-HFD. (A) Secciones representativas de cartílago teñidas con AlcianBlue; escala = 100 µm. (B) puntuación global y 
(C-F) puntuación en cada subcategoría determinada por la escala de Mankin para la evaluación del daño articular. Los 
resultados de al menos 12 fémur por grupo, están expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M. 
respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD. 
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Figura 17. Expresión génica de los mediadores proinflamatorios (A) IL1, (B) IL6, (C) TNF, (D) MCP1, (E) COX2 y (F) 
iNOS en el cartílago de los conejos Control, HFD, OA y OA-HFD. Los resultados de al menos 7 muestras de cartílago 
por grupo, están expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M. respecto al grupo control. *: p<0,05 
vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA.  
 
Estos resultados mostraron que tanto la ingesta de una dieta rica en grasas, como la OA tienen 
la capacidad de inducir la expresión de ciertos genes proinflamatorios en el cartílago. 
Además de analizar la expresión de estos genes proinflamatorios, quisimos comprobar si la 
dislipemia inducía cambios en la expresión génica de enzimas responsables de la degradación 
de la matriz extracelular del cartílago durante la OA (Figura 18).  
Encontramos que la expresión de estos genes en el grupo HFD no presenta variaciones respecto 
al grupo control. En cambio, en el grupo OA la expresión de MMP1 y MMP13 se encontraba 
elevada, y la expresión de BMP2 se encontraba disminuida con respecto al grupo control. En el 
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grupo OA-HFD pudimos observar un aumento significativo, respecto al grupo control, de todos 
los genes estudiados, a excepción de BMP2, que mostró una disminución significativa. En el caso 
de MMP1 y TGFβ también pudimos comprobar que existía un incremento significativo en el 
grupo OA-HFD respecto al grupo OA (Figura 18).   
 
Figura 18. Expresión génica de mediadores que participan en el remodelado de la matriz (A) TGFβ, (B) MMP1, (C) 
MMP3, (D) MMP13, y (E) BMP2 en el cartílago de los conejos Control, HFD, OA y OA-HFD. Los resultados de al 
menos 7 muestras de cartílago por grupo, están expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M 
respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
 
4.2.3 Formación de Osteofitos  
En el modelo de OA en conejos, quisimos estudiar si la presencia de hiperlipidemia modificaba 
la aparición de osteofitos en la rodilla artrósica de los animales. Para ello, identificamos 
morfológicamente los osteofitos presentes en cortes histológicos teñidos con alcian blue PAS de 
la cabeza de fémur de los conejos en vista sagital tal y como se describe en materiales y métodos. 
Pudimos comprobar que en los grupos OA y OA-HFD había una importante presencia de 
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osteofitos. No encontramos diferencias significativas en la presencia o el tamaño de los 
osteofitos entre los grupos OA y OA-HFD.  
4.2.4 Remodelado Subcondral 
Asimismo, quisimos estudiar si la dieta hiperlipémica tenía algún efecto sobre la densidad 
mineral ósea (DMO) subcondral de los conejos con OA, respecto al grupo control. La DMO es un 
parámetro que mide la presencia de contenido mineral en un área de interés. Para ello 
empleamos un densitómetro PixiMus siguiendo la metodología descrita en el apartado anterior.  
Tanto los conejos HFD como los OA mostraron una reducción significativa de la DMO en el hueso 
subcondral de la tibia. La DMO subcondral de los conejos OA-HFD fue significativamente menor 
que en todos los demás grupos (Figura 19). 
 
Figura 19. Análisis de la DMO de las tibias en una área seleccionada del hueso subcondral de conejos control, HFD, 
OA y OA-HFD medida mediante una densitometría de DEXA. Los resultados de al menos 14 tibias por grupo se 
muestran como la DMO media ± S.E.M. respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 
vs. OA.  
 
4.2.5 Efecto de la hiperlipidemia sobre la inflamación de la membrana sinovial artrósica. 
Nuestro siguiente objetivo fue evaluar el efecto de la dieta rica en grasa sobre las alteraciones 
de la membrana sinovial artrósica.   
4.2.5.1 Evaluación de la sinovitis con el score de Krenn 
Primero, evaluamos la inflamación en la sinovial infrapatelar de los animales de nuestro modelo  
utilizando la escala de Kreen (Krenn et al., 2002), que evalúa la inflamación de la sinovia en cortes 
histológicos de este tejido.  
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Figura 20. Histopatología de la membrana sinovial infrapatelar de los grupos Control, HFD, OA y OA-HFD. (A) 
Secciones representativas de las membranas sinoviales de los conejos teñidas con H-E. escala = 100 µm.  (B) 
Puntuación global y (C-E) de cada subcategoría determinada por el score de Krenn para la evaluación de sinovitis.   
*: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
 
El estudio mostro que las membranas sinoviales de los conejos del grupo HFD presentaban un 
moderado grado de hiperplasia de la capa íntima, una leve presencia de alteraciones en la 
activación del estroma en el intersticio y ligero infiltrado inflamatorio. Como resultado obtuvo 
una valoración significativamente más alta que el grupo control en la escala de Kreen (Figura 
20), de lo que se deduce que, una dieta rica en lípidos por sí misma es capaz de inducir un grado 
moderado de sinovitis.  
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Los conejos del grupo OA mostraron también una sinovitis significativamente más severa que el 
grupo control mostrando además una importante activación del estroma y un mayor infiltrado 
inflamatorio que el grupo control. (Figura 20) 
La sinovitis más severa la presentaban los conejos del grupo OA-HFD siendo esta 
significativamente mayor con respecto a todos los demás grupos. Este grupo además de una 
moderada hiperplasia de la capa intima, mostro un intenso infiltrado inflamatorio y grandes 
cambios en la estructura del estroma. De hecho, todas las membranas de los conejos OA-HFD 
fueron evaluados con la máxima puntuación para la activación del estroma (Figura 20).  
4.2.5.2 Caracterización del Infiltrado macrofágico en la membrana sinovial inducida por 
hipercolesterolemia 
Para un análisis más detallado de los cambios en el infiltrado celular que presentaron los conejos 
como consecuencia de la dieta rica en grasa y la OA, realizamos una inmunohistoquimica para 
identificar los macrófagos presentes en los tejidos.  
En el grupo HFD la dieta indujo una presencia importante de macrófagos fundamentalmente en 
la capa sub-intima.  En cambio, las sinoviales del grupo OA, en comparación tenía un infiltrado 
menos significativo y localizado en el estroma. La presencia de macrófagos fue especialmente 
importante en toda la extensión de la sinovial de los conejos OA-HFD y constituyo una 
importante diferencia con respecto al grupo OA (Figura 21).  
Además, los macrófagos sinoviales de los grupos hipercolesterolemicos (HFD y OA-HFD) se 
caracterizaron por la presencia de gotas lipídicas en el citoplasma y se asemejaban 
morfológicamente a células espumosas proateroscleróticas, descritas anteriormente (Prieto-
Potin et al., 2015; Prieto-Potín et al., 2013). 
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Figura 21. Inmunotinción de los macrófagos sinoviales. (A) Secciones representativas de las membranas sinoviales 
de los conejos teñidas con el marcador específico de macrófago de conejo RAM11. Escala = 100 μm. (B) 
Cuantificación del porcentaje de área ocupada por las células RAM-11 positivas en la sinovial de cada grupo de 
conejos. Los resultados de al menos 7 muestras de sinovial por grupo, están expresados como la media del 
incremento inducido ± S.E.M respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
 
4.2.5.3 Caracterización del estroma sinovial 
Con el fin de profundizar en los cambios histológicos que observamos en la membrana sinovial 
de los animales de nuestro modelo, decidimos evaluar la tinción de proteínas de matriz 
mediante tinción con tricrómico de Masson. Esta técnica tiñe de verde el colágeno y de rojo la 
fracción celular (Figura 22). 
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Figura 22. Caracterización del estroma sinovial de los conejos. (A) Secciones representativas de las membranas 
sinoviales de los conejos teñidas con Tricomico de Masson.  (B) Western blot representativo de COL1 en la 
membrana sinovial de los conejos y gel con tinción EZ-Blue para el control de carga y (C) su respectivo análisis 
densitométrico. (D) Expresión génica de COL1 en membrana sinovial de los conejos. Los resultados de al menos 11 
sinoviales, están representados como la media del incremento ± S.E.M respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. 
Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
 
Las membranas sinoviales del grupo control se componían principalmente de adipocitos 
rodeados de una fina matriz de colágeno y la atravesaban algunas estructuras fibrosas de 
soporte formadas por colágeno. Las sinoviales de los conejos HFD fueron similares a los 
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controles, compuestas principalmente por tejido adiposo pero algunas muestras presentaban, 
especialmente alrededor de la capa íntima, algunas áreas fibróticas compuestas por colágeno. 
En las membranas OA se apreciaba un estroma con áreas densas y laxas. Finalmente, las 
sinoviales de los conejos OA-HFD presentaban los estromas más fibrotizados con áreas muy 
densas y algunas áreas laxas (Figura 22).  
Además del análisis por tinción tricómica de Masson, también se estudiamos la expresión génica 
y proteica del COL-1, proteína extracelular abundante en el estroma sinovial, en el tejido de los 
animales. 
Tanto la expresión génica como la proteica de COL-1 se mantuvo invariable en las membranas 
de los conejos HFD respecto al grupo control. Como esperábamos, en concordancia con la mayor 
fibrotización, las membranas del grupo OA tenían una mayor expresión génica y de proteína 
COL-1 que el grupo control.  En el grupo OA-HFD no encontramos un incremento en la expresión 
génica, no obstante, la expresión de la proteína COL-1 era significativamente mayor que en el 
grupo control y comparable al grupo OA (Figura 22). 
 
4.2.5.4 Caracterización del tejido adiposo en la membrana sinovial 
Otra de las alteraciones que observamos en los cortes histológicos de la sinovia de nuestros 
animales fue la variación en el contenido de tejido adiposo entre los diferentes grupos. Para 
poder analizar y cuantificar el tejido adiposo en la sinovial realizamos una tinción 
inmunohistoquimica de PLIN-1, un marcador de adipocitos viables, en nuestras muestras. Una 
vez identificamos los adipocitos en nuestras preparaciones, pudimos cuantificar el porcentaje 
de área del tejido que ocupaban, así como el tamaño medio de estas células en nuestro tejido 
(Figura 23). 
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Figura 23. Inmunotinción de los Adipocitos viables. (A) Secciones representativas de las membranas sinoviales de los 
conejos teñidas con el marcador específico PLIN-1. Escala = 100 μm. (B) cuantificación del área que ocupan las 
células perilipina positivas en la sinovial de cada grupo de conejos. (C) Medida del tamaño medio de los adipocitos 
en cada grupo de. Los resultados de al menos 7 muestras de sinovial por grupo, están expresados como la media del 
incremento inducido ± S.E.M respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
 
El porcentaje de tejido sinovial ocupado por adipocitos fue de un 70% en las membranas de los 
conejos controles y HFD. Este porcentaje descendía a un 26% en el grupo OA y en los OA-HFD 
ocupaba un 12% del área total.  
Además del área total que ocupaban los adipocitos en el tejido, el tamaño de las celulas 
individuales también fue menor en el grupo OA respecto a los sanos y en el grupo OA-HFD los 
adipocitos eran menores que en todos los demás grupos (Figura 23).   
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Figura 24. Estudio mediante Western Blot que muestra los niveles de PLIN-1 en membrana sinovial de los conejos 
Control, HFD, OA y OA-HFD (A) WB representativo y gel con tinción EZ-Blue para el control de carga y (B) el 
respectivo análisis densitométrico Los resultados de al menos 11 sinoviales, están representados como la media del 
incremento ± S.E.M respecto al grupo control. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA.  
 
Adicionalmente se realizó un análisis de la PLIN-1 mediante de ‘Western Blot’ del tejido 
homogeneizado. Este experimento confirmo que en las sinoviales OA se expresa una menor 
cantidad de PLIN-1 que en los controles sanos. Y como ocurría con el porcentaje de área y el 
tamaño de los adipocitos, en el grupo OA-HFD, la expresión de la proteína PLIN-1 descendía 
significativamente respecto a todos los demás grupos (Figura 24), confirmando que existe una 
pérdida de adipocitos viables en la membrana sinovial de estos animales.  
4.2.5.5 Expresión de marcadores proinflamatorios en la membrana sinovial 
Previamente se ha descrito que la membrana sinovial y el tejido adiposo asociado son una fuente 
de mediadores proinflamatorios en la articulación (Lambert et al., 2014; Sutton et al., 2009) Por 
lo que nuestro próximo objetivo fue estudiar si la hipercolesterolemia influía en su expresión. 
Para ello medimos mediante western blot la expresión de las proteínas IL-1, IL-6, TNF y COX-2. 
El grupo HFD mostro un incremento significativo de COX-2 pero la expresión de los otros 
marcadores estudiados fue comparable al grupo control. En contraste, los conejos OA mostraron 
un incremento de todos los marcadores proinflamatorios estudiados. En los conejos OA-HFD la 
dieta contribuyo a que la inducción de las proteínas IL-1, IL-6 y TNF fuera además 
significativamente mayor que en el grupo OA. La expresión de COX-2 en los conejos OA-HFD 
incremento respecto al grupo control y al grupo HFD (Figura 25). 
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Figura 25. Estudio mediante Western Blot que muestra los niveles de IL-1, IL-6, TNF, y COX-2 en membrana sinovial 
de los conejos Control, HFD, OA y OA-HFD A) Western Blot representativos y gel con tinción EZ-Blue para el control 
de carga. (B-E) Los respectivos análisis densitométricos. Los resultados de al menos 9 membranas sinoviales están 
expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M. respecto al grupo Control. *: p<0,05 vs. Control; #: 
p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. OA. 
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4.2.5.6 Expresión de adipoquinas 
En los últimos años, el papel que juegan las adipoquinas en la OA, y como los factores 
metabólicos pueden regular su expresión, ha sido muy discutido en la literatura. Debido a que 
el tejido adiposo es el principal productor que adipoquinas del organismo, y habiendo observado 
una importante destrucción del mismo en la sinovial infrapatelar, decidimos estudiar si como 
consecuencia de una dieta rica en lípidos, se modulaba la expresión de leptina y adiponectina 
tanto en el tejido, como de manera sistémica. 
 
 
Figura 26. Estudio de la expression de adipoquinas local y circulante en los conejos.  (A) Expresión génica  de leptina 
en la membrana sinovial. (B) Expresión génica de adiponectina en la membrana sinovial. (C) Expresión proteica de 
leptina en la membrana sinovial. (D) Expresión proteica de adiponectina en la membrana sinovial. (E) Concentración 
sérica de leptina. (F) Concentración sérica de adiponectina. Los resultados de al menos 6 muestras por grupo están 
expresados como la media del incremento inducido ± S.E.M. *: p<0,05 vs. Control; #: p<0,05 vs. HFD; $: p<0,05 vs. 
OA. 
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La expresión génica de las dos adipoquinas estudiadas en la membrana sinovial fue 
negativamente regulada en los grupos HFD y OA respecto al control. Asimismo, como ocurría 
con el tejido adiposo infrapatelar, estos dos factores mostraron un efecto aditivo y en el grupo 
OA-HFD la expresión de adipoquinas fue significativamente menor que en todos los demás 
grupos (Figura 26). De hecho, encontramos una correlación significativa entre la expresión 
génica de la leptina y la adiponectina con el porcentaje de tejido adiposo (p<0,000 y p=0,001 
respectivamente), así como con el tamaño los adipocitos (p=0,008 y P<0,000). 
Además de la expresión génica, también cuantificamos la expresión proteica de lasadipoquinas 
mediante ELISA.  
Observamos una disminución significativa de leptina en el tejido de los conejos HFD respecto al 
grupo control. En el grupo OA, no observamos diferencias en la expresión proteica de leptina 
respecto al control. En los conejos OA-HFD la concentración de leptina estaba disminuida 
respecto a todos los grupos. 
En el caso de la expresión proteica de la adiponectina, observamos una reducción significativa 
de proteína en el tejido en el grupo HFD respecto al grupo control, (Figura 26).  
También quisimos cuantificar los niveles circulantes de estas adipoquinas en el suero de los 
conejos. Los conejos HFD mostraron un incremento significativo de leptina y adeponectina 
respecto al grupo basal. El grupo OA tenía una mayor concentración de leptina circulante 
respecto al grupo control, pero significativamente menor que el grupo HFD. No obstante, la 
concentración de la adiponectina de los conejos OA fue comparable a la del grupo control. Los 
conejos OA-HFD tenían unos niveles circulantesde leptina incrementados respecto a los 
controles y los conejos OA. Los niveles de adiponectina fueron semejantes al grupo control 
Figura 26. Además, las concentraciones de leptina circulante se correlacionaron con los niveles 
de colesterol en suero (p<0,000)  
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5 DISCUSIÓN 
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Este trabajo es una contribución al avance del conocimiento sobre la influencia que ejercen los 
factores metabólicos en la OA, profundizado con ese fin en la relación de la OA con la 
hipercolesterolemia y la hiperglucemia, dos alteraciones metabólicas que han demostrado estar 
estrechamente relacionadas con la patología. 
 Hemos demostrado que tanto la hiperglucemia, como la hipercolesterolemia, favorecen el 
desarrollo de características patológicas descritas en la OA y hemos descrito algunos de los 
mecanismos por los cuales inciden en la patología. 
5.1 Inducción de marcadores de hipertrofia en cartílago de pacientes artrósicos 
con hiperglucemia  
Diversos autores han descrito la diabetes como un factor de riesgo independiente para la 
patología (Eymard et al., 2015; Nieves-Plaza et al., 2013). Además, la diabetes afecta 
negativamente a la progresión de la OA, puesto que los pacientes que sufren ambas condiciones 
se someten más, a edades más tempranas y con peor desenlace a cirugías de reemplazo articular 
(King et al., 2013; Meding et al., 2003). Asimismo, estos pacientes presentan síntomas más 
graves, como un mayor grado de dolor (Magnusson et al., 2015; Schett et al., 2013). 
No obstante, los mecanismos por los que la diabetes influye sobre la OA no están establecidos. 
Se postula que productos de glicación avanzada (AGEs) podrían acumularse en la articulación 
incrementando el estrés oxidativo y la inflamación (Courties and Sellam, 2016). También se ha 
observado, que los condrocitos OA expuestos a alta glucosa no pueden regular correctamente 
el transportador de glucosa 1 (GLUT-1), lo que conduce a una mayor captación de glucosa y 
generación de ROS (Rosa et al., 2009). Una alta concentración de glucosa per-se puede tener un 
efecto perjudicial ya que puede saturar la vía glicolítica, activando de este modo otras vías 
secundarias implicadas en el metabolismo de la glucosa (Laiguillon et al., 2015). 
En este trabajo hemos desvelado que los pacientes  OA con un mal manejo de la glucosa tienden 
a tener una mayor expresión de MH que los pacientes OA que no presentan alteraciones en el 
metabólicas identificadas.  
La expresión patológica de MH en condrocitos del cartílago articular es uno de los eventos más 
estudiados en la OA y su aparición o sobreexpresión son comúnmente utilizadas en diversos 
trabajos de investigación como indicativo de una OA más grave (Brew et al., 2010; Gauci et al., 
2008; Wei et al., 2012). Sin embargo, los mecanismos que causan la expresión de estos 
marcadores en la OA no han sido totalmente esclarecidos.  
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5.2 Altas concentraciones de glucosa inducen la expresión de MH in-vitro en 
condrocitos artrósicos  
La diabetes es una patología compleja en la que participan diversos mediadores. Es esta tesis 
hemos querido aislar el papel de la hiperglucemia en la inducción de MH mediante la 
optimización de un sistema de cultivo de condrocitos artrósicos en 3D.  
Los experimentos realizados utilizando esta metodología, mostraron que las altas 
concentraciones de glucosa inducen una mayor expresión de MH.  Estos resultados refuerzan la 
hipótesis de que los pacientes diabéticos podrían padecer una OA más grave como consecuencia 
de una mayor expresión de MH. 
La hipertrofia condrocitaria es un evento característico de la formación de ósea que ocurre en 
la etapa embrionaria y en la placa de crecimiento de los huesos. Es etapas posteriores la matriz 
del cartílago se mineraliza, se produce una vascularización y tras la muerte de los condrocitos 
por apoptosis, el cartílago es reemplazado por hueso. Durante este proceso de diferenciación 
hipertrófica los condrocitos incrementan su actividad metabólica cambian la expresión de 
moléculas de la matriz extracelular y el patrón de expresión de proteasas, lo que favorece los 
posteriores cambios degenerativos (Dreier, 2010) 
El cartílago hialino, sano, que forma parte de las articulaciones, no sufre esta diferenciación 
terminal. Sin embargo, muchos de los factores relacionados con la hipertrofia condrocitaria han 
demostrado participar en el desarrollo de la OA.  
Se ha demostrado que los condrocitos hipertróficos, presentan una inducción de distintas rutas 
de señalizacion que incluyen la vía de fosfatidilinositol- 3-kinasa (PI3K)-AKT, la vía canónica de 
WNT, de BMP o de IHH entre otras (Ikegami et al., 2011; Zhong et al., 2015). Las alteraciones en 
estas rutas provocan una activación de RUNX-2 que a su vez regula la transcripción de distintos 
mascadores de hipertrofia condrocitaria (Zhong et al., 2015).  
La a vía del Pi3K-AKT ha demostrado estar implicada también en la hipertrofia de otros tejidos o 
células como el musculo, el riñón, el corazón, fibroblastos o células epiteliales. Y se ha descrito 
que las altas concentraciones de glucosa pueden inducirla a través de un incremento de TGFβ 
(Wu and Derynck, 2009). Esta ruta altamente conservada tiene también un papel en procesos 
tales como angiogénesis, metabolismo, crecimiento, proliferación, supervivencia, síntesis de 
proteínas, transcripción y apoptosis (Hemmings and Restuccia, 2012).  
La elevada concentración de glucosa también ha demostrado ser capaz de inducir la expresión 
de BMPs (Boström et al., 2011) y la vía canónica de Wnt promoviendo a su vez la acumulación 
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en el núcleo de β-catenina  en distintas líneas celulares (Chouhan et al., 2016). En  condrocitos 
durante la OE la acumulación de β-catenina, ha sido además descrito un potente inductor de 
hipertrofia condrocitaria (Dao et al., 2012). 
 Por tanto, la hiperglucemia característica de los pacientes diabéticos podría influir sobre estas 
rutas en los condrocitos articulares induciendo la expresión de genes de hipertrofia. 
Aunque, el  hecho de que la hipertrofia no ocurra de forma homogénea en el cartílago OA, sino 
de forma parcheada y a lo largo del tiempo (Hoyland et al., 1991), las limitaciones que conlleva 
trabajar con pacientes, el reducido tamaño muestral y la dificultad para probar estadísticamente 
la importancia de eventos biológicos en patologías crónicas, no nos permiten confirmar con 
certeza estadística estos resultados, este trabajo abre la puerta a la realización de un estudio en 
una cohorte más amplia que posibilite confirmar si el cartílago de los pacientes diabéticos 
presenta una mayor degradación o un peor pronóstico de la OA asociado a la hipertrofia 
condrocitaria.  
5.3 El papel de la O-GlcNAc proteica en la hipertrofia condrocitaria inducida por 
glucosa 
Una característica relevante de los pacientes diabéticos, es que presentan una acumulación de 
proteínas O-GlcNAc en distintos tejidos, puesto que, la adición y eliminación de O-GlcNAc es 
sensible al estado metabólico. Este incremento de proteínas O-GlcNAc también se puede 
observar en el cartílago de pacientes artrósicos (Tardio et al., 2011). Aunque la influencia de la 
diabetes en este proceso no ha sido estudiada, es razonable pensar que ejerce una importante 
influencia. 
Esta MPT, es responsable de regular dinámicamente la función y destino de un elevado número 
proteínas de diversa naturaleza (Bond and Hanover, 2015). Se ha demostrado además, que la O-
GlcNAcilación puede alterar el estado de diferenciación celular en diversos tipos celulares (Sun 
et al., 2016). 
En nuestro laboratorio demostramos, que la O-GlcNAc juega un papel central en el desarrollo 
de hipertrofia en la línea de pre-condrocitos ATDC5, que mimetiza la hipertrofia que se produce 
en placa de crecimiento óseo (Andrés-Bergós et al., 2012). Sin embargo, hasta ahora no se había 
estudiado el papel que juega la O-GlcNAc proteica en la expresión de MH en condrocitos del 
cartílago articular en la OA.  
En este trabajo hemos comprobado que la HG es capaz de inducir un incremento de proteínas 
O-GlcNAc, en condrocitos cultivados de pacientes OA. Describimos además que los condrocitos 
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artrósicos cultivados en HG presentan una sobreexpresión de MH, que se inhibe en ausencia de 
proteínas O-GlcNAc. Sin embargo, la acumulación de proteínas O-GlcNAc mediante thiamet-G 
no reproduce la función de la glucosa como inductor de hipertrofia.  
Estos resultados podrían explicarse si glucosa podría ejercer su efecto a través de varias vías que 
se complementen, una de las cuales requeriría la O-GlcNAc. Ello explicaría que, si se inhibe esta 
glicosilación, el proceso no puede completarse y los condrocitos no presenten una inducción de 
MH.   
Varias de las rutas implicadas en el desarrollo de hipertrofia celular son influenciadas por la O-
GlcNAc protéica. Un ejemplo es la ruta  PI3K/AKT  cuya modulación por esta modificación ha 
sido extensamente estudiada (Jóźwiak et al., 2014). Y de hecho varias de las proteínas implicadas 
en la ruta como PI3K, PDK1, y AKT son susceptibles de O-GlcNAcilarse.  
También las involucradas en la vía Wnt placoglobina y  β-catenina, pueden ser glicosiladas (Bond 
and Hanover, 2015; Hatsell et al., 2003). 
Asimismo, RUNX2, considerada uno de los principales factores de trascripción involucrada en la 
hipertrofia condrocitaria podría estar activada por O-GlcNAc (Nagel and Ball, 2014) 
Nuestros resultados, podrían explicarse, además, por una limitación de la disponibilidad de las 
proteínas específicas que necesitan ser O-GlcNAciladas para inducir MH en los condrocitos del 
cartílago articular. En presencia de alta glucosa estas proteínas podrían verse sobreexpresadas 
tal y como se ha descrito previamente y simultáneamente O-glcNAciladas. Así, una acumulación 
de proteínas O-GlcNAc mediante thiamet-G en condrocitos articulares, no sería suficiente para 
la inducción de hipertrofia.  
En línea con esta hipótesis en un estudio proteómico realizado a partir de extractos enriquecidos 
en proteinas O-GlcNAc de cartílago articular de pacientes artrósicos y donantes sanos realizado 
en nuestro laboratorio (Jessica Andres Vergos, 2014), no pudieron identificarse las proteínas O-
GlcNAc candidatas a tener un papel activo en la expresión de MH en la OA indicando su pequeña 
abundancia relativa en las células. 
Cada vez son más trabajos los que le adjudican a la O-GlcNAc un papel como sensor nutricional 
que actúa sobre moléculas que participan en la regulación de la diferenciación celular. La 
diferenciación celular afecta el envejecimiento y a diversas patologías, y descubrir las funciones 
y mecanismos subyacentes que implican a la glucosa o la O-GlcNAc proteica permite explorar 
nuevos enfoques terapéuticos para las enfermedades que no cuentan con un tratamiento como 
la OA. 
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5.4 Efecto de la concentración elevada de glucosa sobre el hueso subcondral y 
sobre la expresión de marcadores de remodelado óseo en condrocitos 
artrósicos 
Un aumento de la rigidez en el hueso subcondral puede iniciar y promover la progresión de OA. 
Sin embargo, se produce una reducción temprana de la densidad mineral ósea subcondral en 
muchos modelos animales de OA lo que sugiere que los eventos de remodelación con 
reabsorción temprana son parte de la enfermedad. Además, la resorción ósea se incrementa en 
pacientes con OA de rodilla y la remodelación ósea subcondral se correlaciona con la gravedad 
de las lesiones del cartílago adyacente (Bertuglia et al., 2016). 
En este trabajo hemos identificado una pérdida de hueso subcondral en ratas diabéticas. Este 
fenómeno también se ha observado en humanos. Los pacientes con OA que son además 
diabéticos y tienen hipertension, sufren una mayor pérdida de hueso subcondral que los 
pacientes OA sin comorbilidades (Wen et al., 2013).  
El remodelado del hueso subcondral se produce por osteclastos que resorben hueso y por 
osteoblastos formadores de huesos que depositan osteoide que posteriormente se mineraliza. 
La función de los osteoclastos es controlada por el equilibrio entre la expresión de RANKL y OPG.  
Este equilibrio es esencial para la diferenciación y prevención de la muerte de los osteoclastos, 
y regula la resorción ósea. 
Además de en el hueso, estos mediadores también se expresan en cartílago. De hecho, la 
expresión de RANK-L  en el cartílago humano ha sido correlacionado positivamente con la 
severidad de la OA (Upton et al., 2012) 
Nuestros datos nos muestran que el equilibrio OPG/RANK-L disminuye significativamente como 
respuesta a la alta glucosa en condrocitos OA cultivados en 3D. Además, describimos por 
primera vez que la O-GlcNAc proteica es necesaria y suficiente para la inducción de RANK-L 
implicada en este proceso. 
Puesto que esta descrito que ciertos factores pueden difundir del cartílago al hueso subcondral 
el exceso RANK-L procedente del cartílago podría contribuir a desplazar el equilibrio OPG/RANK-
L en el hueso subcondral y aumentar la tasa de resorción ósea. En un trabajo realizado con 
caballos con OA se concluyó que los niveles de expresión de RANK-L en el cartílago se 
correlacionaban mejor con la densidad de osteoclastos en el hueso subcondral y las 
microroturas en el cartílago calcificado, que con el RANK-L procedente del hueso (Bertuglia et 
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al., 2016). Se ha propuesto, que la expresión de RANK-L de los condrocitos podría actuar como 
un quimio-atrayente para los osteoclastos a la placa subcondral, contribuyendo a la pérdida 
focal de hueso subcondral y la aparición de microfisuras en cartílago calcificado. Los 
osteoclastos, al liberar catepsina K, una potente colagenasa que degrada el hueso y el colágeno 
del cartílago, pueden participar en la degradación de la unidad osteocondral durante la 
progresión de OA. Así, se han observado zonas de resorción que se extienden desde el hueso 
subcondral al cartílago hialino (Shibakawa et al., 2005).  
Estos resultados apoyan la hipótesis de que la glucosa y su metabolismo podrían ser 
fundamentales en el desarrollo de la OA. Esto podría darse a través la hipertrofia condrocitaria 
y la inducción de resorción ósea en el hueso subcondral de los pacientes diabéticos que 
desarrollan OA. Este trabajo ayudaría de este modo a identificar nuevas dianas terapéuticas en 
este tipo de pacientes. 
5.5 La modificación de los mecanismos patológicos de la OA como consecuencia 
del hipercolesterolemia en los tejidos articulares de conejos artrósicos. 
La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para la OA. Aunque historicamente se 
ha vinculado al aumento de la carga en las articulaciones debido al aumento de peso, los factores 
mecánicos por sí solos no explican la mayor incidencia de OA en las articulaciones que no 
soportan peso, como las manos. Además, se ha demostrado que ratones obesos alimentados 
con una dieta baja en grasa no desarrollan OA. Estos hallazgos sugieren que factores distintos al 
peso corporal, como los niveles lípidos o circulantes las adipoquinas, deben contribuir a la OA. 
Sin embargo, debido a que estos desordenes metabólicos están estrechamente interconectados 
resulta muy difícil diseminar la aportación independiente de estas condiciones a la OA. 
5.6 La hipercolesterolemia no provoca un mayor daño histológico en el cartílago 
de conejos artrósicos 
En esta tesis se ha analizado la influencia que tiene la hipercolesterolemia en el desarrollo de la 
OA en conejos que no presentan otras alteraciones metabólicas como obesidad o diabetes.  En 
este modelo, hemos descrito los cambios que se pueden observar a nivel de hueso subcondral, 
cartílago y especialmente la membrana sinovial, cuyo estudio en el desarrollo de la OA está 
cobrando cada vez mayor relevancia. 
En el modelo que hemos desarrollado no observamos un agravamiento de las lesiones 
histológicas del cartílago inducidas por la dieta rica en lípidos.  
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Estos resultados coinciden con los publicados por de Munter y sus colaboradores, que no 
observaron un mayor daño en el cartílago de ratones hiperlipidémicos  (de Munter et al., 2013, 
2016a). Sin embargo, en otros modelos desarrollados en ratas o ratones  la hipercolesterolemia 
inducida por una dieta rica en lípidos provoco la aparición de lesiones en el cartílago (Gierman 
et al., 2014; Triantaphyllidou et al., 2013). También se ha descrito que la hipercolesterolemia 
puede agravar las lesiones provocadas tras inducir OA (Farnaghi et al., 2016).  
Durante la OA, en respuesta al daño del cartílago, los condrocitos se activan para reparar la 
matriz extracelular dañada. A pesar de la mayor respuesta anabólica inducida por factores de 
crecimiento como TGFβ, el incremento paralelo de la síntesis de mediadores catabólicos resulta 
en última instancia la erosión del cartílago (Dumond et al., 2003). 
Se ha observado que una dieta rica en lípidos o un incremento de LDL oxidadas puede inducir la 
expresión de TGFβ en la membrana sinovial (de Munter et al., 2013; Munter et al., 2017). En 
este trabajo hemos observado también un incremento de TGFβ en el cartílago de los conejos 
OA-HFD respecto al cartílago de los conejos OA 
El TGFβ tiene un papel dual en OA, ya que aunque tiene un efecto beneficioso en la reparación 
del cartílago es un importante inductor de la formación de osteofitos (van der Kraan and van 
den Berg, 2007; Larsson et al., 2015; Little et al., 2009). Varios trabajos han se ha descrito un 
papel de la dieta hierlipemica en su formación (Iwata et al., 2013; de Munter et al., 2016a). Así, 
TGFβ podría regular la proliferación de condrocitos y la función anabólica lo que explicaría que 
no observáramos un mayor daño histológico en el cartílago de los conejos hiperlipidémicos, sin 
embargo, podría inducir la formación de osteofitos durante la OA. 
En el cartilago de los conejos OA-HFD, también hemos identificado cambios en la expresión de 
otros genes relevantes en la formación de osteofitos como TNF (Hamada et al., 2016) y MMP1 
(Bord et al., 1997) respecto al cartílago de conejos OA. Este perfil de expresión génica indica que 
podría existir un aumento de osteofitosis en el grupo de conejos OA-HFD respecto al OA. 
Sin embargo, la cuantificación de los osteofitos representa un desafío, ya que en modelos 
animales no es fácil identificarlos ni limitar su extensión de forma macroscópica. Su 
identificación en cortes histológicos también es complejo ya que están formados por varios tipos 
celulares en proporciones variables, los bordes de los mismos no están bien definidos (van der 
Kraan and van den Berg, 2007) y se ha descrito que distintos estímulos pueden variar las zonas 
en las aparecerían preferentemente (Blaney Davidson et al., 2007). 
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En este trabajo hemos definido los osteofitos histológicamente como irregularidades en el borde 
de los huesos que pueden encontrarse rodeados de una estructura cartilaginosa que, a su vez, 
puede estar rodeada de una capa fibrosa. identificados     
Este resultado representa un avance puesto que nos ha permitido identificar y caracterizar los 
osteofitos en cortes histologicos, sin embargo son ncesarios análisis más exahustivos y el 
desarrollo de una tecnica sistematica que incluya un estudio a nivel macro y microscopico en 
distintas localizaziones donde aparecen estas estructuras para observar diferencias entre los 
grupos. 
La diversidad de resultados obtenidos por distintos grupos e investigación, podrían deberse a 
las diferencias en el metabolismo lipídico que existen entre las distintas especies o estirpes. Las 
ventajas de usar conejos para la investigación relacionada con el metabolismo de los lípidos han 
sido ampliamente discutidas (Fan et al., 2015, Yanni, 2004). En contraste con los ratones y ratas, 
en los seres humanos y conejos la mayoría del colesterol tiene un origen hepático y las LDL son 
las lipoproteinas plasmática predominantes. También el perfil de apoenzimas receptores de LDL 
hepáticos son similares en estas especies. Del mismo modo, los conejos, al igual que los 
humanos, presentan la actividad de la proteína de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), 
es esencial para el metabolismo de las HDL. 
5.7 Perdida de hueso subcondral inducida por hipercolesterolemia  
En trabajos previos publicados por el laboratorio pudimos observar una pérdida de masa ósea a 
nivel de hueso subcondral en los conejos OA (Roman-Blas et al., 2017). Los resultados de esta 
tesis demuestran que una dieta rica en lípidos agrava esta pérdida de hueso subcondral. 
Resultados similares se han observado en mujeres menopaúsicas, en las que se ha concluido 
que la hipercolesterolemia es un factor de riesgo independiente para la osteoporosis (Bijelic et 
al., 2016; Tarakida et al., 2011). Y se ha sugerido que las estatinas, fármacos usados 
comúnmente para la reducción del colesterol, podrían tener un impacto positivo en la 
regeneración ósea (Lin et al., 2015). También se ha descrito que los pacientes dislipemicos 
tienen más probabilidades de sufrir complicaciones ante una fractura (Zeng et al., 2017) y 
lesiones de medula ósea (Davies-Tuck et al., 2009).  
En pacientes OA también se han identificado cambios de tipo osteoporótico en las zonas 
laterales, distantes a las lesiones del cartílago (Chiba et al., 2012). Y aunque está en discusión, 
algunos autores han descrito, en modelos animales, que el uso de fármacos que inhiben la 
resorción ósea son capaces de prevenir el daño en el cartílago durante la OA (Hayami et al., 
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2004; Shirai et al., 2011; Zhang et al., 2011).  Sin embargo, no existen estudios que evalúen si de 
estos cambios ostoporóticos que ocurren en la OA se ven agravados por la hipercolesterolemia 
en la OA en humanos.   
5.8 La hipercolesterolemia induce la Invasión de macrófagos y perdida del tejido 
adiposo en la membrana sinovial 
La detección de la sinovitis, se realiza utilizando diferentes metodologías como las distintas 
técnicas de imagen, la identificación macroscópica durante cirugías o valoraciones histológicas 
(Scanzello and Goldring, 2012). Además, se han descrito diferentes subtipos de sinovitis en 
etapas iniciales y tardías, como la caracterizada por un aumento del componente fibrótico o la 
caracterizada principalmente por el aumento de los parámetros inflamatorios, (Benito et al., 
2005; Oehler et al., 2002). A pesar de ello, existe un importante consenso en que la inflamación 
sinovial puede promover una degeneración más rápida del cartílago y se correlaciona con la 
severidad de los síntomas de la OA como el dolor y la disfunción articular (Wei and Bai, 2016). 
Incluso se ha propuesto que la sinovitis podría preceder a la OA (Hügle and Geurts). 
En modelos animales de OA, el daño sinovial ha sido descrito en diversas ocasiones y se 
caracteriza principalmente por una hiperplasia de la capa intima, la presencia de infiltrado 
inflamatorio y una activación del estroma que se refleja en un incremento de síntesis de 
colágenos y presencia de fibrosis (van den Berg, 2008; Krenn et al., 2002; Lugo et al., 2012). La 
inflamación de la sinovial también causa un incremento en la expresión de mediadores 
proinflamatorios (Clockaerts et al., 2010; Sutton et al., 2009).   
Recientemente se ha empezado a investigar la posible influencia de la hipercolesterolemia en la 
sinovial OA (de Munter et al., 2013, 2016b; Uchida et al., 2015). Sin embargo, el efecto que 
pudiera tener la hipercolesterolemia en las características de la sinovitis y sus alteraciones 
histológicas no están completamente definidas. 
El modelo de conejos que hemos desarrollado en este trabajo nos ha permitido comprobar que 
la membrana sinovial infrapatelar sufre importantes cambios histológicos y estructurales como 
consecuencia de una dieta hiperlipidémica.  
Hemos observado que la hipercolesterolemia per-se contribuye a la aparición de fibrosis y al 
reclutamiento de macrófagos a la membrana sinovial de conejos sin ninguna lesión articular 
previa. En cambio, los conejos a los que se les indujo OA presentaron una sinovitis caracterizada 
por una importante fibrosis y un leve infiltrado de macrófagos.  
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Además, las sinoviales de los conejos hipercolesterolémicos a los que se les indujo OA 
presentaron una sinovitis más grave que los conejos OA. Las sinoviales de este grupo se 
caracterizaban histológicamente, al igual que las sinoviales de conejos OA, por una importante 
fibrosis, pero además, también presentaban una mayor reducción del tejido adiposo que la 
observada en las sinoviales OA y un importante infiltrado de macrófagos.   
Cuando el tejido sinovial se ve afectado por la fibrosis, se vuelve más grueso y más rígido. 
Además, contribuye  al dolor y rigidez de las articulaciones, que son los principales síntomas de 
OA y se asocia con etapas avanzadas de la patología (Remst et al., 2015). Se define como un 
proceso de cicatrización de heridas no fisiológico, caracterizado por deposición excesiva de 
matriz extracelular (ECM). Típicamente es el resultado de inflamación o daño tisular y es 
mediado por factores como TGFβ, lisil hydroxylasa 2b (LH2b) y el factor de crecimiento del tejido 
conectivo (CTGF) entre otros (Remst et al., 2015).  
Por otro lado, se ha propuesto que el infiltrado de macrófagos podría producirse como 
consecuencia de la inflamación local producida por la OA. La inflamación contribuiría a la 
oxidación de las LDL en la sinovial, induciendo mediadores quimiotácticos que atraerían 
macrófagos al tejido (Munter et al., 2017). Aunque la regulación metabólica de los macrófagos 
localizados dentro de la sinovial no está bien descrita, la exposición prolongada a lípidos podría 
resultar en un fallo de los mecanismos de manejo de lípidos, dando lugar a diferentes eventos 
lipotóxicos lo que podría explicar la reducción de tejido adiposo en las membranas sinoviales de 
conejos OA-HFD. Ademas, Uchida y sus colaboradores sugirieron que el subconjunto de 
macrófagos proinflamatorios en la sinovial podría ser responsable del aumento de la síntesis de 
TNF y del remodelado de la matriz extracelular observado en la membrana sinovial de ratones 
OA hiperlipidémicos (Uchida et al., 2015). En línea con estos datos, en la sinovial de conejos OA-
HFD observamos un aumento de la expresión de las citoquinas proinflamatorias, incluido el TNF. 
También en el tejido adiposo de pacientes obesos y modelos animales se han identificado 
características similares a las que presentan las sinoviales de los conejos hipercolesterolémicos 
de nuestro modelo (Abdennour et al., 2014; Bourlier et al., 2012; Buechler et al., 2015; Sun et 
al., 2013). Curiosamente, tal y como observamos en las sinoviales de nuestro modelo, se ha 
descrito en que las zonas de tejido adiposo humano que sufren fibrosis presentan adipocitos de 
menor tamaño (Divoux et al., 2010).  
 En el tejido adiposo de pacientes obesos, se ha propuesto que la fibrosis y la presencia de 
macrófagos se producen como consecuencia de la expansión en el tejido adiposo, que se 
produce principalmente a través de la hipertrofia de los adipocitos. Esta hipótesis postula que 
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el crecimiento de los adipocitos podría ser limitado. Ante un exceso de nutrientes estas celulas 
no podrían expandirse más y los lípidos se acumularían  en otros tejidos (Spencer et al., 2011). 
Esto ocurriría, porque, a medida que crecen los adipocitos, podrían llegar a ser hipóxicos y 
activar la vía HIF, que a su vez, activa rutas de señalización que regulan la producción de 
quimioquinas que atraerían macrófagos y citoquinas pro-inflamatorias en los adipocitos. 
Además, la presión física que ejerce sobre los adipocitos la matriz extracelular, tambien podría 
estimular la producción de quimioquinas, e incluso conducir a la ruptura de los adipocitos. Este 
incremento de quimoquinas junto con la muerte de los adipocitos podría provocar la infiltración 
macrofagica (Virtue and Vidal-Puig, 2010).  
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la presencia de hiperlipidemia podría agravar la 
inflamación sinovial OA aumentando la presencia de macrófagos inflamatorios, en asociación 
con la destrucción del tejido adiposo. 
 
5.9 La expresión de adipoquinas en la membrana sinovial difiere de los niveles 
circulantes 
La función de las adipoqunas como nexo de unión, independiente al estrés mecánico, entre las 
patologías metabólicas y la OA es cada vez más aceptado por la comunidad científica (Hu et al., 
2011). Diversos trabajos han concluido que los niveles séricos de leptina y adiponectina son 
significativamente mayores en pacientes con OA que en controles sanos  y se correlacionan con 
la gravedad de la enfermedad (Filková et al., 2009; Koskinen et al., 2011; Ku et al., 2009; Lübbeke 
et al., 2013).  Sin embargo, el papel de la adiponectina es fuente de debate ya que, también se 
ha identificado una relación inversa entre las concentraciones en plasma y liquido sinovial  de 
adiponectina con la gravedad de la OA (Giaginis et al., 2012) 
La almohadilla adiposa infrapatelar asociada a la sinovial infrpatelar ha sido propuesta como una 
posible fuente de adipoquinas que aceleran la progresión de la patología (Conde et al., 2014). 
En cambio, nuestros resultados muestran una reducción en la expresión génica de leptina y 
adiponectina en la sinovial infrapatelar, que se correlaciona con la reducción del tejido adiposo. 
En contraste, la leptina circulante esta significativamente incrementada en los conejos 
hiperlipidémicos HFD y OA-HFD y sus niveles se correlacionan con los niveles de colesterol en 
suero. 
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En este sentido, nuestros datos concuerdan con trabajos previos que indican que la 
hiperlipidemia podría ser un factor agravante de la OA mediante la estimulación de mediadores 
proinflamatorios sistémicos (Robinson et al., 2016). 
Los conejos OA, también presentaban un incremento de la leptina circulante respecto a los 
conejos control, como se ha descrito previamente tanto en OA humana como experimental (Hu 
et al., 2011).  Diferentes células de las articulaciones, como los condrocitos, podrían ser 
responsables de este incremento de leptina en respuesta a estímulos biomecánicos o 
proinflamatorios. En esta línea se ha descrito que los condrocitos muestran una mayor expresión 
de leptina asociada a una OA más severa (Simopoulou et al., 2007). 
Por lo tanto, nuestros datos no apoyan la hipótesis de que la hiperlipidemia podría ser un factor 
agravante en la OA metabólica mediante la inducción de la expresión de adipoquinas de la 
almohadilla adiposa infrapatelar, pero sugieren que a nivel sistémico podría desempeñar un 
papel en el deterioro de las articulaciones de los pacientes con OA. 
La falta de fármacos efectivos para el tratamiento de la OA hace que su cada vez mayor 
prevalencia cause un coste tanto económico, como social, de cotas alarmantes. Actualmente la 
OA es la patología musculoesquelética más común siendo responsable del 50% de la carga que 
suponen este tipo de patologías. 
Además del envejecimiento de la población, uno de los principales factores que contribuye al 
aumento de incidencia de la OA es la creciente tendencia de las poblaciones occidentales a 
desarrollar disfunciones metabólicas como el síndrome metabólico o la diabetes. En 
consecuencia, la investigación en el área cobra cada vez mayor más importancia no solo para los 
enfermos, sino para el conjunto de la sociedad. 
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1. Los pacientes artrósicos que además tienen diabetes, muestran una tendencia a tener 
mayor expresión génica de marcadores de hipertrofia condrocitaria en el cartílago 
articular, en comparación con los pacientes artrósicos sin alteraciones metabólicas 
identificadas 
2. La elevada concentración de glucosa es capaz de inducir la expresión de marcadores 
de hipertrofia condrocitaria en cultivos de condrocitos artrósicos en 3D.  
3. La inducción de estos marcadores es precedida por un acúmulo de proteínas O-
GlcNAciladas. La inhibición de la O-GlcNAcilación impide la expresión de estos 
marcadores. Sin embargo, una acumulación de proteínas O-GlcNAc en 
concentraciones normales de glucosa, no induce la expresión de dichos marcadores. 
4. Los mediadores del metabolismo óseo OPG y RANK-L incrementan su expresión como 
consecuencia de la elevada concentración de glucosa en cultivos de condrocitos 
artrósicos en 3D, con una disminución significativa del ratio OPG/RANK-L.  
5. Es necesario que se produzca un acúmulo de proteínas  O-GlcNAciladas  para que una 
concentración de glucosa elevada incremente RANK-L. Además, el acúmulo de estas 
proteínas en concentraciones normales de glucosa, también incrementa RANK-L 
6. Las lesiones histológicas características del cartílago artrósico no se ven agravadas por 
la hipercolesterolemia. Sin embargo, ésta induce la expresión génica de los 
mediadores TGFβ, TNF y MMP1 implicados en la formación de osteofitos. 
7. La hipercolesterolemia incrementa la pérdida de densidad mineral ósea en el hueso 
subcondral de conejos artrósicos. 
8. La membrana sinovial sufre cambios histológicos como consecuencia de la 
hipercolesterolemia y de la artrosis. Cuando estas dos condiciones están presentes 
simultáneamente, actúan de forma sinérgica y dan como resultado una sinovial 
fibrótica y lipoatrófica con una severa invasión de macrófagos.  
9. Aunque la hipercolesterolemia incrementa la concentración circulante de leptina, la 
expresión génica de adipoquinas en la sinovial disminuye en correlación con la pérdida 
de adipocitos en el tejido. Por tanto, el incremento del daño articular, que se produce 
como consecuencia de la hipercolesterolemia, no se puede atribuir a una mayor 
expresión génica de adipoquinas en la membrana sinovial. 
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